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RÉSUMÉ
Les maladies de l’âge adulte telles que l’hypertension ou le diabète de type 2 sont
souvent associées à des facteurs génétiques oti à des mauvaises habitudes de vie.
Pendant les années 90, des études épidémiologiques ont établi tin lien entre un faible
poids de naissance et une pression artérielle accrue à l’âge adulte. Ceci a conduit à
l’élaboration de la théorie de la programmation foetale qui stipule que
l’environnement intra—utérin est un facteur déterminant dans le devenir d’un individu.
Un environnement foetal défavorable pourrait ainsi prédisposer au développement de
maladies adultes. Afin d’étudier ce phénomène, un modèle animal de restriction de
croissance intra-utérine a été développé où les rates gestantes reçoivent une diète
faible en sodium pendant la dernière semaine de gestation, ce qui a comme effet de
diminuer la perfusion placentaire et ainsi l’apport de nutriments au foetus. La
progéniture montre notamment, à l’âge adulte, une augmentation de la pression
artériel le systol ique, une activation accrue du système rénine-angiotensine
aldostérone ainsi qu’une dysfonction rénale (augmentation de la concentration d’ttrée
et de créatinine plasmatique). Puisque la morphologie du rein ne semble pas changée
(nombre et grosseur des glomérules similaires), l’hypothèse de ce travail est que
l’atteinte de la fonction rénale est le résultat d’altérations aux niveaux moléculaire et
cellulaire mises en place tôt dans le développement. De façon à suivre l’évolution
des différents paramètres, les animaux ont été étudiés à l’âge foetal, à 5 semaines de
vie et à 12 semaines. Comme point de départ, tin criblage génique dans le cortex
rénal a été effectué afin d’identifier des gènes potentiellement impliqués. Certains de
ceux-ci ont ensuite été analysés individuellement afin de valider les résultats obtenus.
Subséquemment, en raison de son implication dans la régulation de la pression
artérielle, l’expression protéique et l’activité de la pompe sodium-potassium ATP
dépendante a été mesurée. Finalement, par la mesure de deux enzymes du cycle de
Krebs, le métabolisme énergétique a été étudié. Les résultats suggèrent que le foetus
s’adapte à la privation de nutriments dans le rein par une augmentation du
métabolisme du glucose et de la réabsorption sodiqcie et par une diminution de la
prolifération cellulaire, que les animaux à l’âge de la puberté (5 semaines) diminuent
leur croissance cellulaire rénale et qtte les jeunes adultes (12 semaines) augmentent
la réabsorption sodique, ce qui pourrait conduire à l’augmentation de la pression
artérielle.
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VABSTRACT
Genetic components or lifestyle are ofien pointed out to be responsible of the
onset of aduit diseases such as hypertension, stroke or type 2 diabetes. However, in
the late eighties, a correlation between low birthweight and the risk of dying from
ischemic heart diseases bas been observed. According to fetal programming theory.
intrauterine life is a determinant factor in onset of aduit diseases. Hence, an adverse
fetal environment could predispose to their development. In view to study
mechanisms implicated, an animal model was created in which pregnant rats receive
a low sodium diet in the last week of gestation, redticing placental perfusion and thus
nutrient delivery to the fetuses. Progeny, in adutthood, shows an increased systolic
blood pressure, an overactive ren in-angiotensin-aldosterone system and a
dysfunctional kidney (increased plasma urea and creatinine). Since no morphological
change lias been noticed (similar glorneruli number and area), the hypothesis of the
present report is that impaired reiial function is dtie to molecular and cellular
mechanisms which are set up early in development. To appreciate evolution of the
different parameters, animaIs were studied at fetal age, at 5 weeks of life and at 12
weeks. As a starting poitit, a gene screening was made in renal cortex to identify
genes potentiaily irnpiicated in renal alteration. Then, validation of results was made
with a gene-by-gene method. Subsequently, because of its implication in biood
pressure regulation, protein expression and activity of the sodium-potassium pump
was determined. Finally, energetic rnetabolism was studied on the basis of the
catalytic activity of two enzymes of the tricarboxylic cycle. Results suggest a fetal
adaptation to nutrient deprivatioti by increasing glucose metabolism and sodium
retention and by decreasing cell proliferation. AnimaIs at puberty (5 weeks) seem to
diminish ccli growth in a period of massive changes and young adtilt animaIs (12
weeks) seem to increase sait retention, which could lead to the increased blood
pressure.
Key words : Intrauterine growth retardation, developmentai plasticity, adverse fetal
env ironment, hypertension, genic expression, sodium-potassium pump, iow sodium
d iet
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1. INTRODUCTION
L’étiologie des maladies apparaissant à l’âge adtilte, comme l’hypertension, le
diabète de type 2 ou encore les maladies cardio-vasculaires, est un sujet maintes fois
étudié et débattu. Ces maladies sont souvent associées à des mauvaises habitudes de
vie ou encore à des facteurs génétiques qtii prédisposeraient un individu à les
développer. Par contre, un facteur généralement passé sotis silence est
l’environnement intra—utérin dans lequel l’individu s’est développé. C’est
précisément sur cet aspect que se cot1Centre ce mémoire de maîtrise, le tout axé sur
un seul organe le rein. C’est pourquoi dans la section qui stiit seront exposées une
revue des connaissances sur la théorie de la programmation foetale et une description
structurale et fonctionnelle du rein ainsi que de certains mécanismes cellulaires et
moléculaires qui y sont retrouvés.
1.1 Théorie de la programmation foetale
La restriction de croissance intra-utérine (RCIU) est caractérisée par un poids
inférieur au dixième percentile en fonction de l’âge gestationnel (Battaglia &
Lubchenco, 1967), tandis que le poids de naissance est considéré comme petit s’il est
inférieur â 2500 grammes selon l’Organisation Mondiale de la Santé. Une revue de
34 études épidémiologiques a mis en évidence la relation inverse qtti existe entre la
pression sanguine et le poids de naissance chez tes enfants et les adttltes (Law &
ShielI, 1996). Ainsi, plus le poids de naissance est petit, plus le sujet a une pression
artérielle élevée à l’âge adulte. Ces études ont été menées depuis 1956 sur plus de
66 000 sujets. Une étude réalisée en Angleterre stir 1 6 000 individus nés au début des
années Î 900s a démontré que le risque de développer des maladies cardio-vasculaires
est inversement proportionnel au poids de naissance (Osmond et al., 1993). Cette
même relation a été observée aux États-Unis (Rich-Edwards et al., 1995), en
Scandinavie (Koupilova et al., 1997) et en Inde (Stem et al., 1996). Un petit poids de
naissance est plus fréquent chez les Américains d’origine africaine et chez les
Américains autochtones qtie chez les Américains d’origine européenne, ce qui
correspond également à une prévalence supérieure de maladies cardio-vasculaires, de
diabète de type 2, d’hypertension et de maladies rénales chroniques (fuller,
2000;Lackland et al., 2000). Comme le reflètent ces études, le petit poids de
naissance est souvent utilisé comme témoin d’un environnement foetal défavorable et
sa relation avec l’augmentation de la prévalence de plusieurs conditions
pathologiques a conduit à l’élaboration de la théorie de la programmation foetale.
3La théorie de la programmation foetale stipule qu’un événement qui survient in
utero peut provoquer des conséquences fonctionnelles et strticturales permanentes,
donc qui persistent à l’âge adulte. Le concept de plasticité développementale fait
quant à lui référence au caractère malléable que possèdent les organes pendant la vie
intra-utérine, ce qui leur permet de s’adapter aux conditions environnantes (Barker,
2004). Ainsi, même si le génotype d’un individu demeure constant, plusieurs
phénotypes peuvent être exprimés dépendamment de l’expérience vécue pendant la
vie intra-titérine et post-natale. Une adaptation permanente à des conditions intra
utérines défavorables potirrait alors s’avérer néfaste pendant la vie post-natale et
ainsi prédisposer au développement de conditions pathologiques à l’âge adulte
(Barker et al., 1993).
Le foetus humain s’adapte à une sous-nutrition maternelle en redistribuant le flot
sanguin et en modifiant la sécrétion d’hormones foetales et placentaires qui
influencent la croissance (Eowden, 1995). Lors de la vie intra-utérine, les organes
traversent une période de division cetltilaire rapide appelée « période critiqtie ». Cette
période de division cellulaire petit être ralentie si le foetus est restreint en nutriments
et/oti eu oxygène. Les conséquences d’une sous—nutrition maternelle peuvent être un
changement dans le nombre de cellules, dans la distribution des types cellulaires,
dans le contrôle hormonal, dans l’activité métabolique oti encore dans la structure
des organes (Barker, 1995). La génétique, l’environnement intra-utérin et
l’environnement post—natal interagissent ainsi potir déterminer le phénotype d’ tin
individu et donc son degré de prédisposition au développement de conditions
pathologiques à l’âge adulte (]ackson, 2000).
1.1.1 Modèles animaux de programmation foetale
La longévité de l’humain et les facteurs environnementaux difficiles à contrôler
comme le mode de vie, le niveau de stress, les habitudes nutritionnelles ou le
tabagisme rendent laborieuse la compréhension des mécanismes impliqués dans la
programmation foetale, d’où l’importance de recourir à des modèles animaux.
Certains groupes ont comparé des animaux nés plus petits à cetix de poids normaux
sans avoir recours à des manipulations expérimentales chez la mère (Bauer et al.,
2000;Jones et al., 2001;Schreuder et al., 2005Woods & Weeks, 2004). D’autres ont
induit un stress foetal en pratiquant des interventions chez la mère, ce qui peut
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conduire à une RCIU et entraîner des conséquences à long terme. Principalement, les
interventions maternelles sont pratiquées de façon à atteindre trois objectifs
différents. Premièrement, cine diminution de la perfusion placentaire peut être
obtenue, notamment par la ligature des artères utérines (Jansson et al., 19$6;Ntisken
et aL. 2007). Deuxièmement, le btit poursuivi peut être dentraîner un changement au
niveau hormonal, pat- une exposition à différetits stéroïdes par exempte (Dodic et al.,
1998;Drake et al., 2005;Ortiz et al., 2001). finalement, une privation nutritionnelle
maternelle pendant la gestation peut aboutir à une malnutrition chez le foetus. Cette
privation maternelle peut toucher soit l’ensemble des nutriments (Desai et al.,
2005;Gilbert et al., 2005;Kind et al., 2002:Riviere et al., 2005) ou tin seul à la fois
comme les protéines (Langley-Evans et aï., 1999;Nwagwu et aï., 2000; Vehaskari et
al., 2001;Woods et al., 2001), le sodium (Na) (Battista et al., 2002;Vidonho, Jr. et
al., 2004), la vitamine A (Lelievre-Pegorier et al., 199$) ou le fer (Lewis et al., 2002).
Parmi ces études, plusieurs ont démontré une élévation de la pression artérielle chez
la progéniture à l’âge adulte (Nwagwu et al., 2000;Vehaskari et al., 2001 ;Battista et
aï., 2002; Woods et al., 200 1;Dodic et al., 1998;Kind et al., 2002;Langley-Evans et
al., 1999;Ortiz et al., 2001;Gilbert et al., 2005;Riviere et al., 2005). D’autres
conséquences telles que l’obésité, l’hyperleptinémie, l’hyperinsulinémie et
l’hyperphagie peuvent également être retrouvées (Vickers et aï., 2000).
1.1.2 Le rein et la programmation foetale
La pression sanguine et la fonction rénale sont grandement déterminées par la
structure rénale, notamment par le nombre de néphrons (Guyton et al., 1972). Le rein
est particulièrement susceptible d’être atteint lors d’un déficit de croissance. Chez
l’humain, une morphologie rénale fine et allongée a été observée lors d’une RCIU
(Konje et al., 1996) alors que chez le rat c’est plutôt une morphologie plus large qtii
a été notée Nwagwu et aï., 2000). Chez des enfants mort-nés ayant une RCIU, le
nombre de néphrons est diminué pour cinq des six cas investigués par rapport à celui
d’enfants mort-nés ayant un poids supérieur au dixième percentile (Hinchliffe et al.,
1992). Ceci est également observé chez des nouveaux-nés morts dans les deux
semaines suivant la naissance et ayant tin petit poids comparativement à cetix ayant
un poids normal (Manalich et at., 2000). Le déficit en néphrons peut aussi survenir
suite à différentes manipulations chez les animaux. C’est notamment le cas
lorsqu’une diète faible en protéines est donnée à la mère pendant toute la gestation
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(Langley-Evans et al., 1999;Woods et al., 2001) ou pendant la deuxième moitié de
celle-ci (Vehaskari et al., 2001). Une faible déficience en vitamine A chez la mère au
cours de la gestation (Lelievre-Pegorier et al., 199$) oti encore un excès de
glucocorticoïdes (Ortiz et al., 2001) ont également comme effet de diminuer le
nombre de néphrons chez la progéniture.
Dans une population d’Australiens aborigènes, le ratio urinaire de l’albumine sur
la créatinine, la micro—albuminurie étant un marqueur précoce de néphropathie, est
inversement relié au poids de naissance (Hoy et aï., 1 99$a). Chez des individus ayant
un petit poids de naissance, une augmentation de la prévalence de micro—albuminurie
a été notée (Hoy et aï., 199$b;Hoy et al., 1999;Nelson et aL, 1998). Une diminution
du taux de filtration glomérulaire (TfG) ainsi qu’une augmentation de l’excrétion
fractionnaire rénale de Na ont été démontrées dès la période post-natale (Robinson
et al., 1990;Vanpee et al., 1992). Des observations de ce genre ont également été
faites dans les modèles animaux. À 20 semaines, des rats nés de mères ayant reçu
une restriction protéique au cours de la gestation montrent une accélération de la
vitesse de détérioration de la fonction rénale par rapport aux témoins (augmentation
du volume urinaire ainsi que de l’excrétion d’albumine et d’azote uréique sanguin)
(Nwagwu et al., 2000). Chez des porcs présentant une RCIU, une diminution du TFG
et une altération de la fonction excrétoire rénale ont été notées (Bauer et al.,
2000;Bauer et al., 2002).
1.1.3 Modèle d’une diète maternelle faible en sodium
Dans le laboratoire d’accueil, un modèle animal a été développé afin
d’approfondir davantage les connaissances en ce qui a trait à la programmation
foetale. Une diète faible en Na est donnée à la troisième et dernière semaine de
gestation. Ceci a potir conséquence la réduction du volume sanguin circulant de la
mère et du diamètre des artères utérines, diminuant ainsi ta perfusion placentaire
(Roy-Clavel et al., 1999;St-Louis et al., 2006). En effet, les ratons nés de ces mères
présentent un poids et une taille inférieurs à ceux des ratons nés de mères ayant reçti
une diète normale, témoignant d’une RCIU (Roy-Clavel et al., 1999). Ce modèle est
pertinent puisque chez l’humain, la réduction de l’expansion volumique au cours de
la grossesse a déjà été associée à des cas de RCIU idiopathique (Rosso et aï.,
1993;Salas et al., 1993).
6Chez les foetus RCIU du modèle, le poids du rein est diminué comparativement à
celui des témoins alors que les poids du coeur et du cerveau sont similaires (Battista
et al., 2002). Ceci suggère une redistribution du flot sanguin vers le cerveau et le
coeur au détriment d’autres organes périphériques comme le rein, tel que déjà observé
chez l’humain et dans d’autres modèles animaux. À la suite d’un stress foetal comme
l’hypoxie ou l’asphyxie, il y a protection du cerveati et du coeur (Jensen et al., 1999).
Dans tiotre modèle, chez les animaux RCIU âgés de 5 semaines jusqu’à l’âge de 12
semaines, une augmentation de la pression artérielle systolique est observée par
rapport â celle des témoins.
Chez les femelles de 12 semaines, l’activité de la rénine plasmatique ainsi que la
concentration de la corticostérone sont augmentées, alors qtie ta concentration
d’aldostérone est diminuée. Une augmentation dti ratio du poids du ventricule
cardiaque gauche sur le poids total a également été mesurée, indiquant une
hypertrophie cardiaque gauche. Cette observation est corroborée par une
augmentation de l’acide ribonucléique messager (ARNm) du peptide natriurétique
auriculaire (Battista et al., 2002) ainsi que par des travaux menés par Battista et
collègues aux niveaux cellulaire, moléculaire et métabolique (Battista et al., 2005).
Une atteinte de la fonction rénale est également suggérée par des concentrations
plasmatiques augmentées d’tirée et de créatinine. Toutefois, le nombre de glomérules
et l’espace qu’ils occupent dans le rein ne sont pas changés (Battista et al., 2002).
Des travaux sur l’axe reproducteur effecttiés par Gatidet et collègues ont démontré
une diminution du poids relatif des ovaires, tine augmentation de leur synthèse
d’estradiol et une augmentation de l’expression de l’enzyme p450scc (Gaudet, R., en
préparation).
Chez les mâles, l’effet de la RCIU semble moins considérable. À 12 semaines,
l’activité de la rénine plasmatique est augmentée, totit comme ta concentration
plasmatiqtie de l’urée. Aucune évidence d’hypertrophie cardiaqtie n’a pu être
démontrée (Battista et al.. 2002). Les travaux sur l’axe reproducteur ont démontré un
retard dans l’apparition de la puberté et une augmentation de la concentration de
testostérone dans le testictile (Gaudet, R., en préparation).
Les travaux présentés dans ce mémoire portent essentiellement sur le rein. Il
s’avère donc impératif de faire une brève description de cet organe.
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1.2 Le rein
1.2.1 Morphologie
Le rein est principalement composé de trois parties distinctes : le cortex, la
médulla et le pelvis. Les différentes structures sont représentées à la figure 1. Le
cortex est la partie la plus externe et il contient la majorité des néphrons. Du même
coup, c’est le cortex qui jouit de la meilleure irrigation sanguine, recevant à lui seul
90% de la circulation sanguine rénale. La médulla est située juste en dessous du
cortex rénal et est constituée des pyramides de Malpighi. Ces pyramides sont
orientées de façon à ce que leur base soit du côté du cortex et leur pointe vers
l’intérieur du rein. Elles sont formées d’une série de tubules microscopiques
pratiquement parallèles. Chaque pyramide est séparée des autres par tin
prolongement cortical, qui délimite la frontière d’un lobe rénal. Les pyramides
débouchent sur un calice rénal mineur, suivi d’un calice rénal majeur pour aboutir
dans le pelvis rénal et finalement, dans l’uretère qui conduit l’urine jusqu’à la vessie.
Les reins sont grandement irrigués, recevant 25% du débit cardiaque total, ce qui
correspond environ à 1200 millilitres (ml) de sang par minute (Marieb, 1999).
Papille
Calices —
Colonne
rénale
Médulla
Pelvis
Pyramide de
Malpighi Uretère
Artère et
veine rénales
Figure 1. Structure du rein.
(Adapté de (Jenks, 2002)
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1.2.2 Embryologie
Trois structures rénales différentes sont formées pendant l’organogenèse, mais
deux d’entre elles se dégradent pour laisser la troisième, le métanéphros, devenir le
rein futur. C’est suite à l’invasion du rnétanéphros par le bourgeon de l’uretère, une
excroissance du canal de Wolf, que le rein définitif se développe (Gilbert, 2002).
C’est le mésenchyme dtt rnétanéphros qui se transforme en néphrons. Chez l’humain,
la formation des néphrons commence à partir du 30e jour de gestation et cesse
pendant la 36e semaine de gestation. Chez le rat, les néphrons débutent plutôt leur
formation au j 2e jotir de gestation et elle se poursuit après la naissance, jusqu’au 8
jour de vie environ (Moritz et al., 2003;Nigarn et al., 1996). Le système rénine
angiotensine (SRA), certains factettrs de croissance, l’apoptose et l’apport
nutritionnel sont parmi les éléments qui influencent la néphrogenêse (Schreuder et al.,
2006).
1.2.3 Lenéphron
Le néphron (figure 2) est considéré comme étant l’unité fonctionnelle du rein;
c’est dans celui-ci qtie s’accomplit la majeure partie du travail rénal. Ses deux
structures, le corpuscule et le tubule, sont responsables respectivement de la filtration
et de la réabsorption ainsi que de la sécrétion de diverses substances. La grande
majorité des néphrons (85%) sont situés presqcie exclusivement dans le cortex rénal,
exception faite d’une partie de l’anse de RenIé et du tubule collectetir qtii se
retrouvent dans la médulla externe. Ces néphrons sont donc appelés néphrons
corticaux. Le corpuscule des autres néphrons, appelés néphrons juxta-médullaires, se
retrouve dans le cortex près de la frontière qui le sépare de la médulla et leur anse de
Henlé s’enfonce pitis profondément dans la médulla rénale. Ces néphrons jouent tin
rôle particulier dans la formation de lurine concentrée grâce à une structure de
capillaires particuliers, appelés vasa recta (Guyton & Hall, 2003b;Marieb, 1999).
9__ Capsule fibreuse
Corpuscule rénal
Capsule glomérulaire (de Bowmsn)
Glomérule
Artériole glomérulaire ettérente
Tubule contourné distal
Artériole glomérulaire afférente
Artère interlobulaire
Veine interlobulaire
—
— Veine arquée
Artère arquée
Jonction corticomédullaire
Anse du néphron (de Henlé):
Partie descendante de l’anse
Partie ascendante de l’anse
Tubule collecteur
Papille rénale
\ h.
Calice rénal mineur
Urine
Figure 2. Structure du rein et du néphron.
(Adapté de (Tortora et aÏ., 1994))
1.2.3.1 Le corpuscule
À l’instar du néphron, le corpuscule est formé lui aussi de deux structures, soit la
capsule de Bowrnan et le glomérule. Les différentes parties du corpuscule sont
représentées à la figure 3. La capsule, qui enveloppe littéralement le glomérule, est
constituée de deux feuillets, le feuillet pariétal externe et le feuillet viscéral, séparés
par la chambre glomérulaire dont le prolongement conduit au tubule rénal. Le rôle du
premier feuillet est seulement structural. Dans le deuxième feuillet se trouvent les
podocytes qui constituent une partie de la membrane de filtration. Ceux-ci se
prolongent en pédicelles qui eux, sont liés à la lame basale des capillaires
glomérulaires. C’est dans l’interstice entre deux pédicelles, appelé fente de filtration,
que passe le filtrat pour aboutir dans la chambre glomérulaire (Marieb, 1999).
Le glomérule est formé d’un bouquet de capillaires artériels. L’endothélium
fenestré de ces capillaires laisse passer de grandes quantités de liquide contenant des
solutés, tout en séquestrant les protéines plasmatiques trop volumineuses pour
pénétrer dans les pores. Ces capillaires sont particuliers dans le fait qu’ils sont
alimentés et drainés par des artérioles. Les caractéristiques des artérioles afférentes et
efférentes favorisent une grande pression sanguine dans les capillaires. En effet, les
Capillaire péritubulaire.
Cortes rénal
Médullaire rénale—..
Papille rénale
Calice rénal—
mineur
Rein
Médullaire
rénale
/
Tubule rénal droit
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artérioles offrent une grande résistance et l’artériole efférente possède un diamètre
plus petit que l’artériole afférente ce qui crée une élévation de la pression sanguine.
La grande pression hydrostatique engendrée force le liquide et les solutés du sang à
traverser dans la chambre glomérulaire. Environ 20 % du débit plasmatique rénal est
ainsi filtré. Ensuite, environ 99 ¾ du filtrat glomérulaire est réabsorbé et retourne
dans le sang (Marieb, 1999).
Tubule
contourné
proximal ‘N4
Chambre
glomérulaire
Artériole
u afférente
Cellule juxta
glomérulaire
Artériole
efférente
Figure 3. Structure d’un corpuscule rénal.
(Adapté de (Greene, 2004))
Tel que mentionné précédemment, la filtration s’effectue dans le corpuscule rénal.
Elle est le résultat de trois pressions qui s’opposent. La plus importante est la
pression hydrostatique glornémiaire qui force l’eau et les différents composants
dissous dans le sang à passer subséquemment au travers des fenestrations des
capillaires, de la membrane basale du glomérule et des fentes de filtration du feuillet
viscéral de la capsule glomérulaire pour se retrouver dans la chambre glornérulaire.
S’oppose à ce mouvement la pression hydrostatique capsulaire qui résulte du reflux
d’une petite quantité de filtrat dans le capillaire en raison des résistances engendrées
par les parois de la capsule et par le liquide se trouvant déjà dans la chambre
glomémiaire. Finalement, la pression osmotique colloïdale du sang créée par la
présence de protéines dans le plasma s’oppose également à la pression hydrostatique.
La quantité de filtrat formé dans la totalité des corpuscules rénaux par minute
Podocyte
*
Feuillet
viscéral
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représente le TfG. Ainsi, tout factetir qui contribue à modifier ta pression nette de
filtration modifie dti même coup le TFG (Tortora et al., 1994). Toutefois, plusieurs
mécanismes sont en place pour conserver tin TFG relativement constant dans
l’organisme, dont l’autorégulation rénale, les mécanismes nerveux et le SRA (Marieb,
1999).
1.2.3.2 Le tubule
Pendant le trajet du filtrat au travers du tubtile rénal, deux processtis s’opposent.
soit la réabsorption dans le sang et la sécrétion dans la lumière tubulaire de certaines
substances. Par contre, dans la plupart des cas, l’excrétion finale dépend davantage
de ce qtii est réabsorbé que de ce qui est sécrété, la réabsorption étant un processus
plus considérable. Le tubtile est bordé d’une seule épaisseur de celitiles ttibulaires
pour favoriser ces detix processus. Chaque cellule tubulaire possède deux membranes
distinctes, soit la membrane luminale qtti tapisse la frontière entre la lumière
tubulaire et la cellule ainsi qtie la membrane basolatérale qui est plutôt la jonction
entre la ceiltile et le sang (Gougoux, 1999b).
Les divers segments du tubule rénal sont, dans l’ordre, le tubule contourné
proximal. l’anse de RenIé, le tubule contourné distal et le tubule rénal collecteur
(Marieb, 1999). La majorité de la réabsorption tubulaire se fait dans le tubule
contourné proximal et sa constitution tend donc à augmenter ta surface de contact
avec les cellules, comme en témoigne la présence de microvillosités qui forment une
bordure en brosse du côté luminal. Un autre point qui distingue le tubule contourné
proximal est la présence de nombreuses grosses mitochondries en raison de la
réabsorption active de plusieurs solutés, ce qui requiert une fraction considérable de
l’énergie métabolique produite par le rein. L’anse de RenIé est constituée d’une
partie descendante et d’une partie ascendante. Les deux fonctions majeures de l’anse
de RenIé consistent à réabsorber environ 25 à 30 % du chlorure de sodium (NaCI)
filtré et de réabsorber celui-ci en excès d’eati de façon à engendrer l’excrétion
d’urine ayant une osmolalité différente de celle du plasma (Rose & Post, 2001a). La
première portion de la partie descendante est en continu avec le tubule contourné
proxirnal et possède des cellules semblables à celles de ce dernier. La deuxième
portion est perméable à l’eau et, de façon moins importante, au NaCI et à l’urée. La
partie ascendante, quant à elle, est imperméable à l’eau, mais petit transporter du
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NaCI dans l’interstitiurn. La différence de perméabilité hydrique est attribuable à la
présence ou à l’absence de canaux laissant passer l’eau, appelés aquaporines, dans la
membrane luminale. Les cellules du tubule contourné distal se distinguent de celles
du tubule contourné proxirnal du fait qu’elles sont plus minces et qti’il n’y a presque
pas de microvillosités. Ceci met en lumière le rôle sécrétoire prépondérant du tubule
contourné distal. Dans la section terminale du ttibtile contourné distal, les cellules
deviennent hétérogènes pour donner deux types distincts, soit les cellules
intercalaires et les cellules principales. Les cellules intercalaires possèdent de
nombreuses microvillosités et sont spécialisées dans l’équilibre acido-basique. Les
cellules principales sont dépourvues de microvillosités et sont plutôt impliquées dans
l’équilibre hydrique et sodiqtie de l’organisme (Marieb, 1999).
À l’endroit où le tubule contourné distal entre en contact avec les artérioles
afférentes et efférentes se retrouve une structure particulière, appelée appareil juxta
glornérulaire. Dans la paroi des artérioles se situent les cellules juxta-glomérulaires
qui contiennent des granules de rénine et qui agissent comme mécanorécepteurs afin
de détecter les variations de pression artérielle. Dtt côté du tubule, un amas de
cellules appelé macula densa agit comme chémorécepteur potir détecter les
variations des solutés du filtrat (Marieb, 1999).
Un réseau de capillaires, dits péritubulaires, entoure les tubules rénaux. Ceux-ci
sont issus de l’artériole efférente et se jettent dans les veinules rénales. Contrairement
aux capillaires glornérulaires, ils sont spécialisés dans l’absorption de substances. Par
conséquent, ta pression sanguine à l’intérieur est faible et l’endothélium est poreux
(Marieb, 1 999).
Contrairement à la filtration, la réabsorption se fait de façon très sélective. En
effet, la réabsorption est dépendante des besoins de l’organisme et s’ajuste selon
ceux-ci. Deux voies distinctes peuvent être empruntées par une substance pour être
réabsorbée oti sécrétée. D’abord il y a la voie transceltulaire où la substance doit
traverser successivement la membrane lurninale, le cytoplasme de la celltile tubulaire
et la membrane basolatérale. Ce transport nécessite la dégradation d’adénosine
triphosphate (ATP) et est donc considéré comme étant actif. Ensuite, il y a la voie
paracellulaire où les substances passent entre les cellules tubulaires, c’est-à-dire dans
les espaces intercellulaires latéraux ou à travers les jonctions serrées. Cette voie
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implique que les substances aient un faible poids moléculaire et ne nécessite pas
d’énergie puisque le transport se fait selon le gradient électrochimique (Gougoux,
1 999a).
1.2.4 Principaux rôles
Le rein a comme fonction générale de maintenir l’homéostasie dti volume et de la
composition ionique des fluides de l’organisme. Il est la principale voie
d’élimination des déchets métaboliques devenus inutiles potir I’ organisme, dont
l’urée, la créatinine, les prodtuts de dégradation de l’hémoglobine ainsi que les
métabolites de certaines hormones. S’ajoutent également à cette liste d’autres agents
toxiques et substances chimiques comme les pesticides, les médicaments ou les
additifs alimentaires. Le rein peut également équilibrer les entrées d’eau et
d’électrolytes en ajustant leurs sorties. De plus, il est un élément clé dans la
régulation de la pression artérielle. Celle-ci se fait en deux temps, soit à court terme
et à long terme. À court terme, le rein se sert de sa capacité à sécréter des substances
ou des facteurs vasoactifs comme la rénine. À long terme, c’est plutôt sa capacité à
excréter et à retenir des quantités variables d’eau et de Na qui entrent en jeu. Il
contribue aussi à l’équilibre acido-basique en excrétant des acides et en ajustant les
réserves de tampons des liquides de l’organisme. Dans le cas de certains acides
produits lors du métabolisme des acides aminés, le rein constitue leur seule voie
d’élimination. Bien que souvent oublié, il est responsable de la presque totalité de la
sécrétion de l’érythropoïétine, une hormone qui stimule la production d’érythrocytes.
De façon détournée, le rein joue un rôle dans l’absorption de calcium par l’intestin et
dans son dépôt osseux en produisant la forme active de la vitamine D, le calcitriol.
Finalement, le rein, comme te foie, contribue à procurer l’énergie nécessaire lors
d’un jeûne prolongé en participant au processus de gluconéogenèse, soit ta
production de glucose à partir d’acides aminés ou d’autres précurseurs (Gtiyton &
l-laIt, 2003 b).
Les nombreux rôles exercés par le rein requièrent la participation et l’interaction
de plusieurs éléments, dont quelques-uns seront décrits dans les sections
subséquentes.
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1.3 Le système rénine-an%iotensine
Le SRA est un puissant régulateur de la pression artérielle en agissant sur la
résistance vasculaire ainsi qtte sur la composition et le volume du fittide
extracellulaire. Pour donner tin aperçtt général de ce système, illustré à la figure 4, la
rénine est d’abord sécrétée par les cellules juxta-glornérulaires et agit de façon
enzymatique pour convertir l’angiotensinogène en angiotensine I (ang I). L’ang I est
ensuite convertie en angiotensine Il (ang 11) par l’enzyme de conversion de
l’angiotensine (ECA). L’ang Il peut alors stimuler ta production d’aldostérone dans
le cortex surrénalien et la libération de l’hormone antidiurétique (ADH) par
l’hypothalamus. Les facteurs stinmlant la sécrétion de rénine sont une diminution de
l’étirement des cellules juxta—glomérulaires des artérioles afférentes, la stimulation
de ces cellules par les cellrtles activées de la macula densa ou encore leur stimulation
directe par le système nerveux sympathique (Marieb, 1999).
1.3.1 Système rénine-angiotensine circulant
En réponse à une diminution aigué du volume circulant, des composantes de
différents organes sont sollicitées pour provoquer un effet vasoconstricteur. Cette
réponse nécessite la sécrétion de rénine par l’appareil juxta-glomérulaire dans le rein,
la sécrétion d’angiotensinogène par le foie et l’ECA localisée dans la surface
luminale des endothéliums vasculaires majoritairement dans ceux du poumon
(Rohrwasser et al., 1999).
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Figure 4. Schématisation du système rénine-angiotensine.
(Adapté de (Beers et aÏ., 2003))
En plus de son râle dans la régulation des fonctions rénales, le SRA serait
également impliqué dans le développement adéquat de cet organe. Chez le rat, les
composantes du SRA apparaissent entre le l2 et le 17e jour de gestation et sont
même, dans certains cas, retrouvées de façon plus importante chez le foetus et le
nouveau-né que chez l’adulte (Gornez & Norwood, 1995;Gomez et aÏ., 1989). Une
inhibition de l’ECA ou de la signalisation du récepteur à l’ang II de type 1 (AT1)
chez des animaux pendant la néphrogenèse conduit à un défaut dans la morphologie
du rein (inflammation chronique tubulo-interstitielle, divers degrés d’atrophie de la
papille rénale et dilatation du pelvis) ainsi que dans sa fonction plus tard dans la vie
(friberg et aÏ., 1994).
1.3.2 Système rénine-angiotensine rénal
Comme c’est le cas dans plusieurs organes, toute la machinerie nécessaire au
SRA est présente dans le rein, indiquant la présence d’un SRA exclusivement rénal
(Rose & Post, 200 lb). L’ang II produit par le rein serait un bon outil de régulation
des fonctions de ce tissu. La présence d’un taux d’ang II 1000 fois supérieur à ce
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qu’il y a dans la circulation périphérique est en accord avec l’action locale possible
de celui-ci (Seikaly et al., 1990). L’activation de ce système pourrait ainsi se faire à
la suite de facteurs locaux, tels que les prostaglandines, le monoxyde d’azote (NO) et
l’endothéline (Wagner et al., 199$). Le SRA rénal peut ainsi être suractivé sans que
ce soit visible dans te bilan plasmatiqtie. Par exemple, dans certains cas
d’hypertension essentielle, il y a une vasoconstriction rénale persistante et ctne
rétention sodique causée par une augmentation de l’ang II, même si elle n’est pas
augmentée dans le plasma comparativement aux stijets hypertendus montrant une
perfusion rénale normale (Redgrave et aï., 1985). L’activation du SRA local petit
survenir dans plusieurs conditions pathologiques, comme dans le cas de dommages
rénaux (Ruiz-Ortega et al., 2003). Ce système petit également être impliqué dans la
réponse inflammatoire.
1.3.3 L’angiotensine II
L’effet global de l’action de l’ang II est l’augmentation de pression artérielle
moyenne (Marieb, 1999). Les deux effets systémiques principaux sont l’activation
des muscles lisses des artérioles (vasoconstriction) et l’augmentation dti volume
circulant. L’aldostérone, dont la production est stimulée par l’ang II, augmente la
réabsorption de Na par les tubules rénaux et, par le fait même, de l’eau, celle-ci
suivant le Na dans ses déplacements par osmose. L’ang II agit également stir
l’hypothalamus en stimulant le centre de la soif et la libération de l’ADH, ce qui a
pour effet de diminuer l’excrétion hydrique rénale. Dans le rein spécifiquement,
puisque les artérioles efférentes possèdetit plus de récepteurs à l’ang Il que les
artérioles afférentes, elles se contractent davantage. Cela conduit à une augmentation
de la pression capillaire glomérulaire, résultant en une élévation du TFG.
L’ang II constitue le peptide effecteur principal du SRA et est impliqué dans la
croissance cellulaire, la fibrose et la réponse inflammatoire. Ce peptide est
activement impl iqtié dans le développement des maladies cardio-vasculaires et
rénales. En effet, il agit sur l’expression de plusieurs agents, dont des factetirs de
croissance, des cytokines, des chémokines et des molécules d’adhésion (Ruiz-Ortega
etal.. 2001).
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1.3.3.1 Les réceptellrs de I’angiotensine II
L’ang II agit principalement via deux récepteurs spécifiques, AT1 et AT2. Cetix
ci sont des récepteurs à sept passages transmembranaires couplés atix protéines G et
possèdent une homologie de séquence en acides aminés de 32 % (de Gasparo et al.,
2000;Carey et al., 2000). L’apparition d’ AT1 et AT2 semble survenir avant celle des
autres composantes du SRA ce qtii met en lumière l’implication de ces réceptectrs
dans le développement normal du rein. Ils montrent cependant un profil différent
d’expression pendant la vie intra-utérine. Après la naissance, l’expression génique et
protéique d’AT1 augmente pendant que celle des réceptetirs AT2 diminue (Aguilera
et al.. 1994:Norwood et al., 1997).
Les AT1 sont responsables de l’action de l’ang II sur l’hémodynamiqtie rénale,
sur la filtration glomérulaire et sur la composition du fluide tubulaire. Ils sont
également impliqués lors des effets de l’ang H sur la croissance et lors des processtis
fibrotiques, thrombotiques et inflammatoires (Ruiz-Ortega et al., 2003).
Contrairement aux AT2, les AT1 sont présents dans les structures plus différenciées et
semblent donc responsables des ajustements finaux du développement vasculaire
rénal et de l’acquisition des fonctions normalement opérées par l’ang Il (Tufro
McReddie et al., 1995). La majorité de ces fonctions est assurée par AL au long de
la vie.
Pendant le développement, les AT2 sont surtout situés dans le mésenchyme
indifférencié et semblent impliqués dans la régulation de la morphogenèse en
diminuant la prolifération cellulaire, en stimulant l’apoptose et en modulant la
transformation dti mésenchyme en épithélium (Hilgers et al., 1997). Une
augmentation de l’expression de l’AT2 a été mesurée lors de différents processtts
comme l’inflammation, la protéinurie et l’apoptose (Ruiz—Ortega et al., 2003).
Plusieurs études suggèrent une implication de l’AT2 dans l’apparition de conditions
pathologiques dans le rein (Ruiz-Ortega et al., 2003;de Gasparo et al., 2000;Ma et al.,
1998).
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1.3.4 Environnement foetal et conséquences sur le système rénine
angiotensine
Les résultats obtenus lors des études mettant en relation le SRA et la
programmation foetale et/ou la RCIU sont souvent contradictoires, mais l’implication
du SRA dans le développement de l’hypertension et son altération lors de RCIU sont
de plus en plus évidentes. Il faut discriminer entre les données obtenues lors de la
période néo-natale et celles obtenues plus tard dans la vie, ainsi qu’entre le SRA
circulant et le SRA rénal. Dans le sang de cordon de bébés nés avant terme et ayant
une RCIU, il y a une augmentation de la concentration d’ang II comparativement aux
bébés né à terme n’ayant pas de RCIU (Kingdom et al., 1993). Une augmentation de
l’activité de la rénine plasmatique a été mesurée dans la veine ombilicale chez des
bébés petits pour lecir âge gestationnel comparativement à ceux de poids appropriés
(Konje et ciL, 1996). Dans cette même étude, une corrélation inverse entre l’activité
de la rénine plasmatique et le poids de naissance a également été démontrée. Par
ailleurs, tille anomalie de maturation du SRA a été décrite chez des bébés mort-nés
ayant tiie RCIU par rapport à ceux ayant tin poids normal. En effet, cllez ces derniers,
le nombre de celltiles contenant de la rénine se trouvant dans la zone profonde du
cortex rénal diminue tandis que le nombre de celles se trouvant dalls la zone
superficielle augmente avec l’âge gestationnel (de 20 semaines à 40 semaines de
gestation). Chez les bébés ayant tille RCIU, il y a autant de cellules contenant de la
rénine dans les zones profondes et superficielles à 20 semaines de gestation qu’il y
en a à 40 semaines (Kingdom et aI,, 1999). Un autre groupe a étudié l’activité de
l’ECA en fonction du poids de naissance chez des bébés cil santé d’tm mois et de
trois fllois. Aucune corrélation significative n’a pu être établie à till mois, tatldis qu’à
trois mois, iiie corrélation inverse a été démontrée (Forsyth et al., 2004).
Chez les aninlaux, il a été dénlontré cllez des rats llS de mères ayant reçti tille
diète faible en protéine tout au long de la gestation une réduction du SRA rénal cllez
les Ilouveau—nés. Ceux-ci préseiltent, dans le rein, tille dimintition de l’ARNm et de la
concentration de ta rénine ainsi qti’tille dimintition de la concentration d’ang H. Ceci
potirrait altérer le développement du rein et conduire à tille réduction dti nombre de
népllrons, coiltribuant, à l’âge adtilte, à l’augillentation de la pression artérielle
(Woods et ciL, 2001). Lors de la période post-ilatale, d’après tes études animales, il
senlblerait qtie le SRA soit pltitôt stiractivé lorsqtie l’llypertension est établie. Une
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augmentation des taux d’aldostérone et d’ang II plasmatiques a été observée chez des
rats hypertendus âgés de quatre mois liés de mères ayant subi une restriction
nutritionnelle durant la gestation (Riviere et al., 2005). Chez des moutons âgés de
neuf mois montrant une augmentation de la pression artérielle et nés de mères ayant
reçu une restriction de l’apport en nutriments pendant la gestation, c’est plutôt une
augmentation de l’ECA dans le cortex rénal qui a été démontrée (Gilbert et al., 2005).
Des résultats contradictoires ont totltefois été obtentis chez des rats nés de mères
ayant reçti une diète restreinte en protéines pendant la dernière moitié de la gestation.
Pendant la phase préhypertensive (qtiatre semaines) et lorsque l’hypertension peut
être mesurée, ces rats présentent une diminution de l’activité de la rénine plasmatique
alors que la concentration d’aldostérone plasmatique est augmentée (Vehaskari et al.,
2001). La diminution de l’activité de la rénine plasmatique pourrait être le réstiltat
d’une expansion dti volume extracellulaire cattsée par tme rétention sodique et
hydrique primaire ou encore par un excès de minéralocorticoïdes. La hatisse de la
concentration d’aldostérone plasmatique potirrait réstilter d’un désordre de la glande
surrénale ou d’un stimuli indépendant du volume circulant, comme la balance en
potassium (K). Finalement, chez des porcs né avec un petit poids, une diminution
de la concentration de l’ECA a été observée comparativement aux porcs ayant un
poids de naissance élevé et une relation inverse entre la pression artérielle moyenne
et le poids de naissance a été établie (Poore et al., 2002). Ces observations du SRA
suggèrent une implication de celui—ci dans la programmation foetale dti
développement de I ‘hypertension.
1.4 La pompe sodium-potassium ATP dépendante
Dans les cellules en général, la pompe sodium-potassium ATP dépendante (Na
KtATPase) est responsable dti maintien des concentrations de Na et de K de part
et d’autre de la membrane plasmique. Elle permet à deux ions K d’entrer dans la
cellule pendant que trois ions Na en sortent (Guyton & Hall, 2003a). Elle crée ainsi
un potentiel électronégatif dans la cellule. C’est l’énergie libérée par l’hydrolyse de
l’ATP qui permet le transport ionique de la pompe. Dans les cellules tubulaires
rénales, comme dans tous les épithéliums réabsorbant le Na, la pompe se situe
presque exclusivement du côté basolatéral ce qui signifie que le Na est transporté
vers le sang.
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1.4.1 Sa structure
La pompe Na-K-ATPase est constituée de deux sous-unités principales, soit la
sous-unité a et la sous—unité [3. Ces deux sous—unités sont représentées à la figure 5.
La sous—unité ct est catalytique. Elle contient les sites de phosphorylation ainsi que
les sites de liaison à l’ATP, au Na, au K et aux divers glycosides cardiaqties dont la
ouabae, la digoxine et la digotoxine. Quatre isoformes existent, mais c’est surtout
l’isoforrne ct, sinon la seule, qui est retrouvée dans le rein. Les quatre isoformes lient
les glycosides cardiaques, mais avec des affinités différentes. Par exemple, la sous-
unité a1 présente une affinité à la ouabaïne inférieure que celle de la sous-unité x
(feraille & Doucet, 2001). La sous-unité [3 est la sous-unité régulatrice. Bien qu’elle
ne semble pas avoir d’activité catalytique propre, son association à la sous-unité Œ
est essentielle pour le fonctionnement de la pompe. Elle permet le bon repliement des
sous—unité Œ nouvellement synthétisées, leur translocation dti réticulum
endoplasmique à la membrane plasmique, leur stabilisation subséquente ainsi que la
modulation de l’affinité potassique de la pompe (Eakle et aï, 1994;Geering et al.,
I 9$9;Geering et al., 1 996;Jaunin et al., 1993). Il existe trois isoformes de la sous-
unité [3 et c’est la sous-unité [3 qiti est prépondérante dans le rein adulte. Par contre,
il a été démontré que pendant le développement du rein, l’ARNm des sous-unité J3j et
[32 est exprimé de façon similaire, malgré qu’il y ait un niveau faible d’expression
protéique de la sous-unité [3 (Burrow et al., 1999). L’expression génique et protéique
de la sous-unité [32 diminue en fiti de gestation tandis que l’expression protéique de la
sous—unité f3i augmente. L’expression protéique de la sous—unité f32 pendant le
développement rénal potirrait expliquer la présence de la Na-K-ATPase à la
membrane apicale à cette période, soulignant l’importance probable de la sous-unité
[3 dans la localisation quasi exclusive à la membrane basolatérale de la pompe
pendant la vie post-natale.
21
1.4.2 Mécanisme général
Deux conformations différentes existent pour la Na-K-ATPase, soit les
conformations E1 et E2. La conformation E1 présente une affinité accrtie pour ce qui
se trouve du côté intracellulaire tandis que la conformation E2 montre une meilleure
affinité pour le K extracellulaire. Selon te modèle Albers-Post (pour une revtie
(Kaplan, 1985)), c’est à travers des changements de conformation et de
phosphorylation que la NatKtATPase produit son action. Ce modèle est représenté
à la figure 6. Tout d’abord, la conformation E1 permet au Na, au Mg et à l’ATP de
se lier à la pompe. Il s’ensuit alors la phosphorylation de la pompe, séquestrant ainsi
le Na. La libération d’aclénosine diphosphate (ADP) subséquente provoque le
changement de conformation de E1-P à E2-P ce qui conduit à la relâche du Na et à la
liaison du K extracelltilaire. Il y a alors déphosphorylation de E2-P, emprisonnant le
K. Le changement de conformation spontané de E2 à E1 libère le K à l’intérieur de
la cellule, bouclant ainsi le cycle. La ouabaïne, un inhibiteur amplement utilisé in
vitro, lie la pompe en conformation E2-? sur un site extracellulaire. Ceci a comme
effet de diminuer l’affinité de la pompe pour le K et donc sa liaison à la pompe,
empêchant ainsi la déphosphorylation de la pompe et son changement de
conformation de E2 à E1 (feraille & Doucet, 2001).
Extracellulaire
Figure 5. Structure de la pompe Na+-K+-ATPase.
(Adapté de (Hutson, 2000))
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1.4.3 Son rôle dans le rein
La Na-K-ATPase joue un rôle primordial dans le rein, comme en fait foi sa
grande abondance dans les cellules rénales (environ 50 millions par celltile chez le
lapin tel Mernissi & Doucet, 1984)) comparativement aux cellules non-polarisées. La
principale fonction de la Na-K-ATPase rénale est la réabsorption nette de Na.
D’ailleurs, l’abondance de la pompe dans la membrane et la capacité de réabsorption
sodique des différents segments du néphron ont été directement reliées (Garg et al.,
1981). Cependant, elle a aussi un rôle dans le transport secondaire d’autres soltités
tels que le glucose oti certains acides aminés (voir figure 7). En effet, la pompe crée
un gradient électrochimique favorable à l’entrée de Na dans la cellule qui peut se
faire de façon passive en entraînant avec elle d’autres substances. Le mouvement des
solutés peut également créer une différence de potentiel qtu favorise le transport
parace Il ulaire d’autres substances. Bref, la Na-K-ATPase convertit l’énergie
métabolique en gradients électrochimiques rapidement mobilisables (Feraille &
Doticet, 2001).
2
Figure 6. Mécanisme daction de la pompe Na+-K+-ATPase.
(Adapté de (Feraille & Doucet. 2001))
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Figure 7. Na+-K+-ATPase dans une cellule du tubule contourné proxirnal.
(Adapté de (Department of Biochernistry and Molecular Biophysics The University
ofArizona, 2003))
1.4.4 Sa régulation
Par son rôle de pivot dans la réabsorption sodique, la pompe Na-K-ATPase est
une cible de prédilection pour différentes voies de régulation. La concentration
sodique intracellulaire est un facteur qui influence le degré d’activité de la pompe. Si
cette concentration monte, la pompe sera plus active et fera ainsi sortir plus de Na
de la cellule ce qui contribuera à rétablir la concentration sodique intracellulaire à
une valeur normale. Par le fait même, tout ce qui agit sur l’affinité du Na pour la
pompe exerce aussi un pouvoir régulateur sur son activité. En contrepartie, la
concentration potassique extracellulaire n’est pas un facteur limitant pour l’activité
de la pompe à moins d’une hypokaliémie sévère (fcraille & Doucet, 2001).
La phosphorylation de la sous-unité ci de la Na-K-ATPase est un mécanisme de
régulation important, même si son effet réel est souvent contradictoire. Deux voies
majeures de signalisation sont impliquées dans ce processus. La première est la
modulation de l’activité de l’adénylyl cyclase pour entraîner une perturbation de
l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc). Une augmentation de celle-ci conduit
à l’activation de la protéine kinase dépendante de l’AMPc (PKA). La deuxième voie
de signalisation est l’activation de la protéine kinase C (PKC). Lorsque la Na-K
ATPase est isolée à partir de la glande rectale de requins et du cortex rénal de rats
(total ou dans les membranes basolatérales seulement), la PKÀ et la PKC inhibent
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son activité (Bertorello et aÏ., 1991). Ces résultats sont paradoxaux par rapport à
d’autres travaux où les dettx protéines kinases stimulent l’activité de la Na-K
ATPase. L’utilisation du détergent Triton X-100 lors de la purification de la pompe
petit toutefois fausser les résultats puisque celui-ci inhibe son activité (Carranza et al.,
1996). Dans des cellules intactes de tubules corticaux, par l’addition de deux
analogues de l’AMPc ou par l’activation de l’adénylyl cyclase par la forskoline
combinée à l’inhibition de phosphodiestérases par la 3—isobutyl— I -methy lxanth i, il
a été observé que la PKA stinnile l’activité de la NaKtATPase (Carranza et al.,
1996). D’autres conditions expérimentales telles qtie le niveau d’oxygénation
pourrait également avoir un effet sur les résultats. De ce fait, dans des celltiles de
l’anse de Henlé médullaire en présence de forskoline, un agent qui active ladenylyl
cyclase et donc augmente le tattx d’AMPc, combinée à la 3-isobutyl-1-
methylxanthine, un inhibiteur des phosphodiestérases, il y a inhibition de l’activité de
la Na-K-ATPase dans des conditions hypoxiques alors que dans des conditions
d’oxygénation adéquate, il y a plutôt stimulation de celle-ci (Kiroytcheva et al.,
1999). Dans cette éttide, l’inhibition de l’activité de la Na-K-ATPase a par ailletirs
été dissociée de la phosphorylation par la PKA. Dans des cellules oxygénées du
tubule contourné proximal, l’activation de la PKC stimule l’activité de la Na-K
ATPase alors qu’une inhibition de celle-ci n’est observée que dans des conditions
hypoxiques (Feraille et al., 1995).
Au moins cinq des sept membres d’une famille appelée FXYD interagissent avec
la Na-K-ATPase et assurent la régulation de sa fonction dans différents tissus
(Geering, 2005). Les membres de cette famille sont des petites protéines
transmembranaires dont la signature est caractérisée par la présence dti motif FXYD,
où les acides aminés sont invariants, de deux glycines et d’une sérine conservées
(Delprat et al., 2006). La protéine FXYD2, aussi connue sous le nom de sous-unité y
de la Na-K-ATPase, petit s’associer à la Na-K-ATPase rénale et ainsi moduler sa
fonction. Il a été démontré qu’elle augmente l’affinité apparente de la pompe pour le
K lorsquil y a mi potentiel membranaire fortement négatif, en absence et en
présence de Na extracellulaire. L’effet contraire est toutefois observé à des
potentiels membranaires moins négatifs, mais seulement en présence de Na
extracellulaire. Ceci stiggère un transfert de l’équilibre entre les conformations E1 et
E, en favetir de la conformation E1 (Beguin et al., 2001), tout comme
l’augmentation de l’affinité de la pompe pour l’ATP en présence de FXYD2
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(Therien et aï., 1997;Therien et aï., 1999). La protéine EXYD2 augmente également
la liaison du K cytoplasmique atix sites intracellulaires de la pompe, entrant ainsi en
compétition avec le Na4- (Pu et al., 2001). Une autre protéine de cette famille, la
protéine FXYD4, a été trouvée dans le rein, plus précisément dans les membranes
basolatérales des cellules du tubule collecteur médullaire (Capurro et al., 1996;Shi et
al., 2001). L’effet global de cette protéine est d’augmenter l’affinité de la pompe
pour le Na4-, ce qui favorise une bonne réabsorption de celui-ci même si sa
concentration intracellulaire est faible (Beguin et al., 2001 ;Geering, 2005).
1.4.5 Environnement foetal et ses conséquences sur la pompe sodium-
potassium ATP dépendante
+ + ,Les donnees concernant la Na -K -ATPase dans le contexte d un environnement
foetal défavorable sont plutôt fragmentaires. Chez les humains, les érythrocytes du
cordon ombilical des bébés nés avant terme (moins de 35 semaines de grossesse)
présentent une augmentation de l’activité de la Na-K4--ATPase, mais aucune
corrélation n’a pu être établie etitre l’âge gestationnel, l’activité de la Na-K4--
ATPase, l’activité de la rénine plasmatique et la concentration plasmatique
d’aldostérone (Bistritzer et aÏ., 1999). Dans un modèle animal où les rats sont nés de
mères exposées de façon chronique à l’éthanol, l’activité de la Na-K-ATPase est
diminuée dans le placenta (Fisher et al., 1986). Chez des cochons d’Inde. lorsqtie la
mère est soumise à des conditions hypoxiques pendant la gestation, une dirnintttion
+ -Ide I activite de la Na -K -ATPase dans le cerveau est observee chez la progeniture a
terme (60° jour de gestation) et chez les rats adultes, mais celle-ci demeure inchangée
avant terme (50° joui de gestation) (Mishra & ivoria-Papadopoulos, 198$). Chez des
moutons ayant reçu une injection intramusculaire de bêtaméthasone, un
glucocorticoïde de synthèse 40 fois plus puissant que la cortisone, art I 26° jottr de
gestation, l’activité de la Na-K4-ATPase rénale est augmentée (Jobe et al., 1996).
Toujours dans le rein, chez des rats nés de mères ayant reçu une restriction protéique,
une augmentation de l’ARNrn codant pour les sous-unités i et fI a été observée
(Bertram et aÏ., 2001). Qttoique incomplètes, ces données ouvrent la voie sur une
implication potentielle de la Na-K4--ATPase dans le développement de conditions
pathologiques faisant suite à un environnement foetal défavorable.
26
1.5 Métabolisme éner%étique
La réabsorption tubulaire des solutés et de l’eau est un processus qui requiert de
l’étiergie. Considérant que, chez l’humain, environ I $0 litres d’ultrafiltrat pénètrent
chaque jour dans les tubules et qu’environ 99 % de celui-ci est réabsorbé, le rein doit
maintenir tin niveau élevé de production énergétique afin de répondre à la demande
(Gullans & Hebert, 1996).
La synthèse d’ATP par la mitochondrie constitue la principale sotirce d’énergie
métabolique des reins et implique trois étapes différentes. Totit d’abord, des substrats
métaboliques, comme le pyruvate ou les acides gras, doivent être oxydés pour
produire du nicotinamide adénine dinucléotide réduit NADH) et de la flavine
adénine dinucléotide réduite (FADH2). Ensuite, il y a transfert d’éTectrons le long de
la chaîne respiratoire à partir du NADH et de la FADH2 jusqtt’à l’oxygène (02).
Cette deuxième étape est couplée à la formation d’un gradient électrochimique
transmembranaire de protons (H). La troisième et dernière étape est la diffusion des
H à travers la membrane interne mitochondriale pour mener à la synthèse d’ATP à
partir de l’ADP et du phosphate inorganique (Gullans & Mandel, 2000).
1.5.1 Le cycle de Krebs
La première étape de la formation de l’ATP, soit l’oxydation de substrats
métaboliques, est accomplie en majorité par Je cycle de Krebs. Celui-ci est localisé à
l’intérieur de la mitochondrie. Le pyruvate et les acides gras entrent tout d’abord
dans la mitochondrie où ils sont oxydés potir former de l’acétylcoenzyrne A (acétyl
CoA). Celui-ci est condensé à l’oxaloacétate poutr former du citrate au début du cycle.
Une série de réactions, illustrées à la figure 8, s’ensuivent afin de régénérer
l’oxaloacétate. Au cours de chacun des cycles, une molécule d’acétyl-CoA doit
entrer et deux molécules de dioxyde de carbone (C02) doivent sortir (Lehninger et
aÏ., 1994). Quatre des huit réactions représentent des oxydations où il y a formation
de cofacteurs réduits (NADH et FADH2). L’architecture biochimique du cycle fait en
sorte qu’une diminution de l’activité d’une seule enzyme peut diminuer le taux de
renouvellement du cycle en entier oit encore détourner un intermédiaire vers d’autres
voies métaboliques (Yarian et ai., 2006). Le cycle peut également titiliser les
intermédiaires qui proviennent des autres voies métaboliques. C’est le cas par
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exemple de l’oxaloacétate qui peut provenir de la conversion du pymvate par
l’enzyme pynvate carboxylase (Pratt & Comely, 2004). Cette réaction constitue la
première étape du processus de gluconéogenèse qui sera discuté plus loin. Le cycle
de Krebs subit une régulation à trois étapes différentes, soit lors des réactions
catalysées par la citrate synthase, par l’isocitrate déshydrogénase et par l’a
cétoglutarate déshydrogénase.
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Figure 8. Séquence cnzymatique du cycle de Krebs.
(Adapté de (Morin, 2002))
1.5.1.1 La citrate synthase et l’aconitase
La citrate synthase catalyse la première réaction du cycle de Krebs, soit la
formation de citrate à partir de la condensation de l’oxaloacétate et de l’acétylCoA
(Gullans & Mandel, 2000). Cette réaction est irréversible et fortement exergonique,
c’est-à-dire qu’elle dégage de l’énergie. La citrate synthase est inhibée par le citrate,
son produit de réaction, par le NADH qui est formé au cours du cycle et par le
succinyl-CoA fonné à la quatrième étape du cycle (Pratt & Comely, 2004). Chez des
rats ayant subi une ablation des glandes surrénales, l’activité de la citrate synthase
augmente trois heures après l’administration d’aldostérone (Law & Edelman, 1978).
L’aldostérone, par l’intermédiaire du récepteur aux minéralocorticoïdes, augmente la
8. Malate
F40
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synthèse de la citrate synthase. Dans des cellules rétiales en culture de tubule
collectetir de lapins nouveau-nés, une augmentation croissante de l’activité de la
citrate synthase a été observée de une heure à trois heures après un traitement à
l’aldostérone. Cette augmentation est toutefois totalement bloquée en présence de
spironolactone, un antagoniste de l’aldostérone (Minuth et aï., 1989). Il a été proposé
que l’augmentation de l’activité de la citrate synthase par l’aldostérone augmente la
formation d’ATP et ainsi l’activité de la Na-K-ATPase (Ullian et al., 2000). Ceci
contribuerait à augmenter la réabsorption sodique.
L’aconitase catalyse plutôt tine réaction réversible, soit l’isomérisation du citrate
en isocitrate (Gullans & Mandel, 2000). À la stute de l’exposition des mitochondries
à du peroxyde d’hydrogène, l’activité de l’aconitase ainsi que celle de l’Œ
cétoglutarate déshydrogénase sont diminuées (Bulteau et aï., 2003 ;Nulton-Persson &
Szweda, 2001). Ceci suggère une susceptibilité de ces enzymes atix agents oxydants.
L’activité de l’aconitase diminue également avec l’âge (Yarian et al., 2006). Ainsi, à
la lumière de ces informations, est-ce qu’un environnement foetale défavorable
pourrait prédisposer au déclin plus rapide de son activité?
1.5.2 La gluconéogenèse
Le glucose est une source d’énergie essentielle pour l’organisme. Celtti-ci a donc
développé des mécanismes pour optimiser son utilisation, sa conservation et sa
formation. Lors d’un jeûne prolongé, où les réserves en glucose peuvent être
épuisées, l’organisme fait appel à la gluconéogenèse, atissi appelée néoglucogenèse,
qui est le processus par lequel le glticose est formé à partir de substances non
glucidiques comme les acides aminés, le lactate ou le glycérol. La gluconéogenèse
est stimulée par la parathormone, les catécholamines, l’ang II, les glucocorticoïdes,
les hormones thyroïdiennes, la déplétion potassique, le diabète sucré expérimental et
le jeûne (Halperin et al., 19$2Kicla et al., 1978;Wirthensohn & Guder, 1986). Elle se
produit majoritairement dans le foie, mais le rein y participe également. Chez
l’humain et le rat, dans certaines circonstances comme dans tin contexte de jeûne,
d’acidose métabolique ou d’acidocétose diabétique, le rein peut contribuer jusqu’à 50
% de la production de glucose (Kida et al., 1978;Owen et al., 1969). Il existe
toutefois des différences appréciables entre les detix organes par rapport à ce
processtts. La production de glucose dans le foie suit un rythme circadien alors que la
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production rénale demeure constante tout au long de la journée (Kida et aï., 197$).
Le rein et le foie travailleraient ainsi de façon complémentaire afin de maintenir
l’homéostasie du glucose dans l’organisme. De plus, le rein foetal produit du glucose,
contrairement au foie foetal (Zorzoli et al., 1969). La gluconéogenêse rénale est
restreinte à la partie corticale seulement (Cohen & Karnm, 1981), plus précisément
ati néphron proximat (Guder & Ross, 1984). La plupart de étapes de la
gtuconéogenèse, illustrées à la figure 9, constituent les réactions inverses de celles de
la glycolyse, où le glucose est converti en pyruvate. Cependant, certaines de ces
réactions sont irréversibles et doivent donc suivre une autre voie lors de la
gluconéogenêse. Ceci est fait par le biais de quatre enzymes catalysant des étapes
lirnitantes soit la pyruvate carboxylase, la phosphoénolpyruvate carboxykinase
(PEPCK), la fructose I ,6-bisphosphatase et la glucose-6-phosphatase.
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Figure 9. Formation de glucose lors de la gluconéogenèse.
(Adapté de (Département de biologie, 2007))
L’interaction possible entre la gluconéogenèse et le transport du Na est
controversée. Lorsque des rats sont traités avec du méthylprednisolone, un
glucocorticoïde de synthèse six fois plus puissant que la cortisone, la gluconéogenèse
est stimulée alors que la réabsorption sodique n’est pas optimale. Celle-ci est
toutefois rétablie à la normale en présence d’un inhibiteur de la gluconéogenèse, le 3-
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2-Phosc
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mercaptopicolinate (Silva et al., 1980). Silva et collègues ont proposé que les detix
processus entrent en compétition pour l’utilisation de l’énergie cellulaire (Silva et al.,
1980). Dans le même ordre d’idée, la gluconéogenèse est stimulée par une inhibition
de la Na-K-ATPase par la ouabaïne (Friedrichs & Schoner, 1973;Nagami & Lee,
1989). Ces observations sont toutefois contestées par d’autres études qui n’ont PLI
démontrer de relation réciproque entre le transport de Na et la gluconéogenèse.
L’inhibition de la PEPCK n’affecte pas le transport sodique (Gtillans et al., 1984) et
l’ang II stimule simultanément le transport de Na (Schuster et al., 1984) et la
gluconéogenèse (Guder, 1979). La relation entre le transport sodique et la
gluconéogenèse semble ainsi beaucoup plus complexe qu’ une compétition pour
l’énergie. Sous des conditions métaboliques normales, il y aurait suffisamment
d’énergie pour les detix processtis (Gullans & Hebert, 1996), mais dans le cas d’une
acidose métabolique par exemple, le taux de formation de glticose à partir de la
glutamine peut devenir limité par le niveau d’utilisation de l’ATP (Halperin et al.,
1982).
1.5.2.1 La phosphoénolpyruvate carboxykinase
La PEPCK est une enzyme clé dans le processus de gluconéogenêse dans le foie
et dans le rein (Croniger et al., 2002). La PEPCK catalyse la transformation de
l’oxaloacétate en phosphoénolpyruvate. L’oxaloacétate est produit dans la
mitochondrie à partir du pyruvate par la pyruvate carboxylase ou est synthétisé par la
forme cytosoliqtie de la malate déshydrogénase. Il existe deux isoformes différentes
de la PEPCK, soit la forme cytosolique (PEPCK-C) et la forme mitochondriale
(PEPCKM). Même si elles sont transcrites par des gènes nticléaires différents, les
deux isoformes ont environ le même poids moléculaire et catalysent la même
réaction avec des propriétés cinétiques semblables (Hebda & Nowak, 1982;Jomain-
Baum & Schramm, 1978;Lee et aï., 1981). La distribution tisstllaire de ces deux
isoformes dépend des espèces. En effet, dans le rein des rats, la PEPCK se distribue
en majorité dans le compartiment cytosoliqtte alors que chez les humains, les chiens,
les cochons d’Inde et les lapins, la PEPCK rénale se retrouve majoritairement dans la
mitochondrie (Schoolwerth et al., 1988). La PEPCK-C est présente dans le rein avant
la naissance, mais pas dans le foie (Zorzoli et al., 1969). Potir les deux isoformes,
l’activité est modulée par la balance entre leur synthèse et leur dégradation puisque
aucun effecteur allostérique n’a été identifié à ce jotir. Les detix isoformes se
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distinguent entre autres par leur demi-vie (6 à $ heures pour la PEPCK-C et 48 jotirs
pour la PEPCK-M) et par leur régulation qui se fait davantage par la synthèse dans le
cas de la PEPCK-C tandis que potir la PEPCK-M, celle-ci n’est pas sous l’influence
d’un contrôle aigti (Hanson & Reshef 1997). Dans le cortex rénal, les
gicicocorticoïdes et la balance acido-basiqtie ont une influence sur le taux de
transcription du gène de la PEPCK-C (lynedjian & Hanson, 1977). L’administration
de triamcinolone, un glucocorticoïde de synthèse six fois plus puissant que la
cortisone, provoqtie l’augmentation de la synthèse et de l’activité de la PEPCK-C
(lynedjian et al., 1975). Lors d’une acidose métabolique, de l’ammoniaque est
produit dans le cortex rénal afin de neutraliser t’urine par la désamination de la
glutarnine provenant des muscles. Ce processus produit également de l’Œ
cétogicitarate qui est ensuite converti en glucose, ce qui sollicite la PEPCK et
augmente ainsi son activité (Hanson & Reshef, 1997). Lors d’un jeûne, l’activité de
ta PEPCK-C rénale est augmentée, mais les hormones pancréatiques (insuline et
glucagon) ne sont pas impliqciées dans te processus comme c’est le cas pour le foie
(Tilghman et aÏ., 1976).
1.5.2.2 Environnement foetal défavorable et gluconéogenèse
Lactivité de ta PEPCK (Pollak et al., 1979) et le taux de gluconéogenèse (Fatoba
et al., 1986) sont diminués dans le foie chez des rats nés de mères dont les artères
utérines ont été ligaturées au 1 7e jour de gestation. Une relation directe a d’aillettrs
été établie entre l’activité de la PEPCK hépatique et le poids de naissance (Pollak et
al., 1979). Lorsqtie l’artère d’une corne utérine seulement est ligatctrée chez la rate
gestante, les foetus se trouvant dans cette corne présente, dans le foie, une diminution
de l’activité de la fructose-1,6-phosphate par rapport à ceux se trouvant dans l’autre
corne et une diminution de l’activité de la pyruvate carboxylase et de ta gtticose-6-
phosphatase par rapport aux témoins (Kollee et al., 1979). L’administration de
dexaméthasone, un gtucocorticoïde de synthèse 30 fois plus puissant que la cortisone,
à des rates lors de la dernière semaine de gestation conduit à une augmentation de
t’ARNm et de l’activité de la PEPCK hépatique chez la progéniture adulte (Nyirenda
et aÏ., 1998). Une RCIU indcute chirurgicalernent ou par l’administration de
dexarnéthasone résulte en une augmentation de l’activité de la PEPCK rénale chez
les nouveaux-nés (Levitsky et aÏ., 1986). Ces informations suggèrent une implication
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de la gluconéogenèse dans le développement de maladies à l’âge adulte, mais elles
demeurent toutefois insuffisantes potir en arriver à une conclusion définitive.
1.6 Facteur de croissance similaire à l’insuline
La croissance et le métabolisme sont sous l’influence de plusieurs systèmes, dont
un qui comprend les facteurs de croissance similaires à l’insuline (IGFs), leurs
récepteurs (IGFRs) et leurs protéines liantes (IGFBPs). Les actions des IGFs peuvent
s’effecttier en tant qu’hormones circulantes ou encore comme facteurs tissulaires
locaux agissant de façon paracrine ou autocrine. Dans le sérum, les IGFs (I et II) sont
présents en grande concentration, mais sont liés en majorité ( 99%) aux IGFBPs. La
plupart des IGFs sériques sont liés à l’JGFBP-3 et à une glycoprotéine, formant un
complexe de 150 kDa. Ce complexe demeure prisonnier de l’espace intra-vasculaire
et constitue ainsi un réservoir d’IGfs. Environ 30% des IGFs sont liés aux autres
IGFBPs pour former un complexe d’environ 45 kDa. Celui-ci peut être délivré aux
sites de liaison tissulaires (Feld & Hirschberg, 1996). Par contre, pour se lier aux
IGFRs, les IGfs doivent être sous forme libre. L’affinité des IGFs pour les IGFRs est
environ équivalente à leur affinité pour les IGFBPs. Celles-ci agissent donc comme
compétiteurs des IGFRs et assurent la régulation de la biodisponibilité et des actions
biologiques des IGFs (Clemmons, 1998). Jusqu’à maintenant, six IGFBPs ont été
identifiées (pour une revue, (Feld & Hirschberg, 1996)). Toutes les IGFBPs
possèdent des homologies de séquence (Drop et al., 1992) et lient seulement les IGFs.
Les IGFBP-1, -3 et -4 lient de façon équivalente les deux types d’IGFs alors qtie les
IGFBP-2, -5 et -6 lient l’IGF-Il préférentiellement.
1.6.1 La protéine liante des facteurs de croissance similaires à l’insuline de
type 1
L’IGFBP-l est la première protéine caractérisée de la famille des IGFBPs. Le
gène de I’IGFBP-l est exprimé dans le foie, dans l’endomètre utérin, dans les
cellules de la granulosa ovarienne et dans te rein (Lee et al., 1997). Dans le rein,
l’expression d’IGFBP-l et sa localisation diffèrent selon l’espèce étudiée. Chez
l’humain, des niveaux très faibles ont été mesurés pendant la néphrogenèse (Matsell
et al., 1994) et chez l’adulte, son expression est limitée atix cellules épithéliales
pariétales de la capsule glomérulaire (Chin et aÏ., 1994). Chez le rat adulte, son
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expression génique est plutôt localisée dans le néphron distat (Price et al., 1995). À
la suite d’une insuffisance rénale aigu provoquée par le chlorure mercurique chez le
rat, il y a une baisse de l’ARNm de l’IGF-I conjuguée à une augmentation de celui de
l’IGFBP-l. Ceci pourrait expliquer le rétablissement du tissu à la suite de la nécrose
tubulaire aigu provoquée par l’insuffisance rénale (Friedlaender et al., 1995).
Lorsque l’insuffisance rénale est induite par l’acide folique, il y a une augmentation
de l’expression génique du récepteur à l’IGf-I et des IGFBP-1 et -2 (Hise et al.,
1995). Le diurétique furosémide provoque une hypertrophie dans le néphron distal
accompagnée d’une augmentation de l’expression protéique d’IGF-l et d’IGFBP-l
sans toutefois qu’il y ait de changement de l’ARNm dans le cas de l’IGf-I. L’IGF-l
et l’IGfBP-l pourraient ainsi être impliqués dans le processus menant à
l’hypertrophie ttibtilaire (Kobayashi et al., 1995a). L’IGF-I, l’hormone de croissance
ainsi qu’une diète élevée eu protéities diminuent l’expression génique rénale
d’IGfBP-l (Kobayashi et al., 1995b;Chin & Bondy, 1994) tandis que le jeûne et une
diète faible en protéines l’augmentent (Nogami et aL. I 994;Chin & Bondy,
1994;Lernozy et al., 1994).
1.6.2 Les facteurs de croissance similaires à l’insuline dans le
développement rénal
Les lGFs, leurs récepteurs et leurs protéines liantes se retrouvent tous dans le rein.
Dans le métanéphros en culture prélevé sur un foetus de rat de 13 jours, la croissance
et le développement sont inhibés par la présence d’anticorps liant l’IGF-l ou l’IGF-II
(Rogers et al., 1991). Le blocage du réceptetir de l’IGf-I par un oligonucléotide
antisens dans le rnétanonéphros en culture conduit à une diminution de la grosseur du
rein, à une baisse du nombre de néphrons et à une désorganisation des branches du
bourgeon urétéral (Wada et al., 1993). Également, une diminution de l’IGF-I
circulant conduit à un déficit du nombre de néphrons (Doublier et al., 2001) et tune
glornérulosclérose précoce (Doublier et al., 2000).
1.6.3 Les facteurs de croissance similaires à l’insuline et la restriction de
croissance intra-utérine
Dans le sang de cordon de foetus petits pour leur âge gestationnel et ayant
souffert d’ insuffisance utéroplacentaire, les concentrations d ‘IGF-I et d’ IGFBP-3
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sont diminuées (Langford et al., 1994). La concentration sérique d’IGf-l dans le
cordon ombilical est diminuée et celle de l’IGFBP-I est augmentée chez des foetus
petits pour leur âge gestationnel par rapport à ceux considérés dans la moyenne
pondérale, alors que la concentration de l’IGF-I et de l’IGF-II augmente chez ceux
ayant un poids supérieur (Langford et aï., 1994;Verhaeghe et al., 1993). Chez tes
animaux, le pius petit porc d’une portée présente une diminution à la naissance de la
concentration de l’IGF-I circulant comparativement à celle des autres animaux de sa
portée (Ritacco et al., 1997). Une jottrnée après la ligature bilatérale des artères
utérines en fin de gestation, les foetus petits pour leur âge gestationnel présentent une
concentration sérique réduite d’IGF-] et une hausse du taux d’IGFBP-l circulants
(Unterman et al., 1993). D’après ces observations, les IGFs et les IGFBPs pourraient
être impliqués dans l’apparition de la RCIU.
1.7 Le système de cytochrome P450
Les cytochromes sont des protéines contenant un groupement hème qui oscille
constamment entre sa forme réduite, aussi appelée forme ferreuse (Fe2j, et sa forme
oxydée ou forme ferrique (fe3) (Horton et al., 1994). Obligatoirement, un seul
électron à la fois est transporté par les cytochromes.
Les cytochromes P450 (CYP) sont des oxydases qtli catalysent l’oxydation de
plusieurs composants exogènes et endogènes. Ils participent à la biotransformation
de substances étrangères et à la synthèse des hormones stéroïdiennes, des acides
biliaires, des eicosanoïdes et des acides gras insaturés. Les CYP se distribuent de
façon ubiquitaire dans les espèces. Ils se retrouvent dans les procaryotes les plus
simples jusqu’aux eucaryotes les plus évolués. Les enzymes de ce système se
retrotivent en majorité dans le réticulum endoplasmique lisse, mais ils peuvent
également se retrouver dans les membranes internes des mitochondries ou dans
l’enveloppe nucléaire. Les organes contenant ces enzymes sont principalement le
foie, les poumons. les reins et les glandes surrénales (Koolman & Rhm, 1999).
Lors des réactions catalysées par le système de CYP, l’oxygène moléculaire est
scindé par une coupure rédtictrice. Un des deux atomes d’oxygène se lie au substrat
alors que le deuxième lie de l’hydrogène pour former une molécule d’eau. Au cours
du processus, il y a transfert de deux électrons fournis par le nicotinamine adénine
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dinucléotide phosphate (NADPH). Ati total, huit étapes, schématisées dans la figure
1 0, sont nécessaires afin de compléter ces réactions. Tout d’abord, il y a liaison du
substrat à l’enzyme pour former un complexe. Il y a ensuite réduction du complexe
ferrique par un électron. La troisième étape est la liaison d’une molécule d’oxygène
au complexe CYP dioxygéné ferreux. Des espèces superoxydes peuvent être
produites à cette étape. Le deuxième électron est transféré lors de la quatrième
étape, soit par l’enzyme cytochrome P450 réductase ou par le cytochrome b5. Lors
de la cinquième étape, il y a rupture de la liaison entre les deux atomes d’oxygène,
conduisant à l’incorporation d’un des atomes d’oxygène pour former une molécule
d’eati. Pendant la sixième étape, le substrat est activé. Il y a ensuite transfert du
deuxième atome d’oxygène au sctbstrat. Finalement, il y a dissociation suivie de la
libération du produit (Biomar.net, 2004).
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Fe3
$ I N(R
- OH)Fe3 (RH)Fe3
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(R)fFe
- fRH)Fe2
6 302
(RH)(Fe
- (RH)Fe2fO2)
H2O-\ J
2H fRH)Fe2+(O) (RH)Fe3(O)
Figure 10. Séquence catalytique de l’insertion d’un atome d’oxygène lors des
réactions auxquelles participent les cytochromes P450. La lettre R représente le
substrat
(Tiré de (Biornar.net, 2004))
Plusieurs CYP sont inductibles dans le rein et sont impliqués dans la régulation
des fonctions physiologiques rénales et la sttsceptibilité aux agents toxiqttes (Makita
et al., l996;Nakamura et al., 1994;Zanelli et al., 1996;Zangar et al., 1996). Quelques
enzymes responsables de l’oxydation des substances endogènes sont également
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impliquées dans celle de xénobiotiques s’attaquant au rein ainsi que de leur toxicité
(Pons et al., 1991). Certains produits issus des réactions de ce système altèrent
également les fonctions de transport tubulaire (Escalante et al., 1991 ;Hirt et al.,
1989).
1.7.1 Le cytochrome b5
Le cytochrome b5 a une masse moléculaire de 1 6 kiloDaltons (kDa) et est
constituée de deux domaines, soit une queue hydrophobique qui est imbriquée à la
membrane du réticulum endoplasmique et un domaine à groupement hème qui est
impliqué dans les réactions d’oxydoréduction (Vergeres & Waskell, 1995).
L’enzyme NADI-1 cytochrome b5 réductase ou l’enzyme NADPH cytochrome P450
réductase peuvent transférer un électron att cytochrome b5. Celui-ci donne ensuite
cet électron à un membre des CYP. Le cytochrome b5 stimule le métabolisme
dépendant du système de CYP de certaines substances endogènes comme des
prostaglandines (Vatsis et aÏ., 1982), des acides gras (Laethern et al., 1993), des
vitamines (Roberts et al., 1992) et des stéroïdes (Onoda & Hall, 1982). En raison du
rôle qti’il joue dans le système des CYPs, un défaut au niveau du cytochrorne b5
pourrait entraîner des dommages dans la fonction rénale et contribuer au
développement de conditions pathologiques suite à un environnement foetal
défavorable.
1.8 Les rétinoïdes
Les rétinoïdes sont des composés structuralement apparentés à l’activité
biologique de la vitamine A, celle-ci faisant ainsi partie des rétinoïdes (Lequeu,
1990). Le principaux rétinoïdes sont le rétinol, oti vitamine A, le rétinal et l’acide
rétinoïque, acide correspondant au rétinol. La vitamine A constitue une composante
essentielle de la diète et joue un rôle dans la croissance, la reproduction, la vision et
dans le maintien de l’état différencié des cellules épithéliales (Motirey et al., 1993).
Le rétinol, l’acide rétinoïque ainsi que d’autres rétinoïdes se lient à des protéines
intracellulaires spécifiques qui les entraînent jusqu’au noyau où ils se lient à des
récepteurs nucléaires. Les protéines liantes spécifiques et les récepteurs nucléaires
des rétinoïdes seraient responsables dti transport cellulaire, du métabolisme ainsi que
de l’activité biologique de ceux-ci.
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Il est maintenant connu que les rétinoïdes influencent le développement rénal en
modulant l’expression de gènes spécifiques (Gilbert & Merlet-Benichou,
2000;Schreuder et al., 2006). L’approvisionnement adéquat de vitamine A au foetus
pourrait ainsi être déterminant dans l’acquisition du nombre de néphrons optimal.
Une diminution maternelle de 50% de vitamine A circulante pendant la gestation
induit une diminution du nombre de néphrons chez la progéniture sans affecter le
développement global du foetus (Lelievre-Pegorier et al., 1998). De plus, le nombre
de néphrons est fortement corrélé au taux circulant de vitamine A chez le foetus.
1.8.1 La protéine Hante du rétinol
La protéine liante du rétinol (RBP) est une protéine d’environ 20 kDa qui
transporte le rétinol dans le plasma (Whitman et al., 1990). Principalement, la RBP
sécrétée dans le plasma est liée au rétinol et interagit avec une autre protéine, la
transthyrétine (TTR) pour former le complexe RBP-TTR (Srnith & Goodman, 1971).
La formation de ce complexe stabilise la liaison de la RBP et du rétinol et le rend
trop gros pour être filtré lors de la filtration glornérulaire (Lequeu, 1990). La RBP
non liée à la TTR est librement filtrée puis en grande partie réabsorbée par le tubule
contourné proximal et dégradée (Vahlquist et al., 1973). Une fois que le rétinol a
atteint la cellule cible, il lierait la protéine liante du rétinol cellulaire (CRBP) à l’aide
vraisemblablement d’un récepteur spécifique pour ensuite rejoindre le noyau (Berni
et aL, 1993). Le foie a longtemps été considéré comme étant le seul site de synthèse
de la RBP (Soprano & Blaner, 1994). Par contre, avec l’avènement de nouvelles
technologies, il a été possible de démontrer la synthèse de cette protéine par des
tissus extra-hépatiques dont le rein (Makover et aï., 1989b;Soprano et al., 1986a), le
tissu adipeux (Makover et al., 1989b) et le sac vitellin (Makover et al.,
1989a;Soprano et aï., 1986b). Bien que la synthèse dans ces atitres sites ne
correspondent qu’à une petite fraction de celle du foie, la quantité totale de RBP
synthétisée à l’extérieur du foie pourrait être considérable (Soprano & Blaner, 1994).
Dans la plupart des sites extra-hépatiques, la RBP localement synthétisée pourrait
entre autres servir au transport du rétinol entre les cellules de ce tissu. Le rôle de la
RBP synthétisée dans le foie serait plutôt de transporter le rétinol de son lieu
d ‘entreposage (le foie) jusqul ‘aux organes cibles.
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Dans le cas du rein, en utilisant la technique d’hybridation in sitit, la présence
d’ARNm de RBP a été démontrée dans le troisième segment du tubule contourné
proximat, celui-ci étant divisé en trois segments distincts (Si, S2 et S3) (Makover et
aï., 19$9b). La fonction du segment S3 n’est pas très bien connue, mais ses
caractéristiques cellulaires, dont un appareil de Golgi proéminent, laissent penser
qu’il pourrait être un site de synthèse active de protéines sécrétoires. Des éttides
d’irnrntinohistochimie ont démontré la présence de RBP et de CRBP dans le tubttle
contourné proximal, particulièrement dans le segment Si (Kato et al., 1984;Usuda et
aÏ., 1983). Les cellules des segments S et S2 possèdent un appareil endocytotique
bien développé et une grande quantité de lysosomes, ce qui suggère que ces deux
segments correspondent aux sites majeurs de réabsorption et de catabolisme des
protéines (Soprano & Blaner, 1994). 11 est d’ailletirs suggéré que le segment S1 est le
site de réabsorption et de catabolisme de la RBP, ainsi que de la réabsorption du
rétinol. Si le rôle de la RBP synthétisée dans le rein est le recyclage du rétinol
réabsorbé par celcii-ci, le mécanisme par lequel la RBP synthétisée dans le segment
S3 s’associe au rétinol dans le segment Si n’est pas encore connu (Soprano & Blaner,
1994). Ce rôle demeure donc hypothétique et d’autres études sont nécessaires.
L’implication des rétinoïdes dans le développement rénal en fait une cible potentielle
pour expliquer tes désordres rénattx apparaissant à la suite d’un environnement foetal
défavorable.
1.9 Hypothèse de travail
Les maladies de l’âge adulte sont souvent associées à des mauvaises habitudes de
vie ou encore à des composantes génétiques. Toutefois, l’émergence d’études sur
l’environnement intra—utérin a mis en évidence son importance stir le devenir d’un
individu et, donc, sur le développement de maladies au cours de la vie.
Un modèle animal a été développé dans le laboratoire afin d’étudier les
mécanismes mis en place lors de la programmation foetale de maladies apparaissant à
l’âge adulte (Battista et aï., 2002;Roy-Clavel et al., 1999). Les rates gestantes
reçoivent une diète faible en Na4 tors de la dernière semaine de gestation, ce qui a
comme conséquence de réduire le volume sanguin circulant et la circulation
placentaire, et ainsi de diminuer l’apport nutritif maternel au foetus. À plus long
terme, la progéniture montre des perturbations au niveau des systèmes
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cardiovasculaire, reproducteur et rénal. Une augmentation des concentrations
plasmatiques d’urée et de créatinine suggère une atteinte de la fonction rénale chez
les femelles de 12 semaines (Battista et al., 2002). Ceci est d’ailleurs corroboré dans
la littérature où plusieurs études ont pti associer la RCIU à des altérations au niveatt
de cet organe (Hoy et al., 1998b;Langley-Evans et aï., 1999;Nwagwu et al.,
2000;Vehaskari et al., 2004;Woods et al., 2001). Chez les mâles de 12 semaines,
seule la concentration plasmatique d’urée est augmentée. Chez les deux sexes, le
nombre de néphrons et l’espace qti’ils occupent dans le rein sont inchangés (Battista
et al., 2002). À la lumière de ces informations, l’hypothèse de travail est que des
altérations mises en place tôt dans le développement aux niveaux moléculaire et
cellulaire pourraient conduire à ttne atteinte de la fonction rénale chez le rat adulte né
de mère ayant reçu une diète faible en sodium.
L’étude a été menée, lorsque possible et pertinent, à trois périodes différentes de
la vie du rat, soit chez les foetus (jour 22 de gestation), chez les animaux immatures
(5 semaines de vie) et chez les jeunes adultes (12 semaines de vie) afin de voir
l’évolution des paramètres mesurés. Les objectifs de l’étude sont de cribler les gènes
pouvant être impliqués dans la dysfonction rénale, de valider les résultats obtenus
lors du criblage, de mesurer l’expression protéiqcle et l’activité de la pompe Na-K
ATPase et de mesurer l’activité des enzymes citrate synthase et aconitase afin
d’avoir un indice du métabolisme énergétique.
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Abstract
Genetic components or lifestyle are ofien perceived to be responsible for the
onset of aduit diseases, such as hypertension, stroke or type 2 diabetes. According to
the fetat programming theory, intrauterine life should be considered as weil. In a
maternai iow-sodiurn diet model of intrauterine growth restriction (IUGR), renal
function aiteration (increased plasma urea and creatinine) was previousÏy
demonstrated in aduit offspring. No morphological change (gtomeruli number and
area) was found in comparison to control animais. The hypothesis is that impaired
renai function is due to altered molecular and cellular mechanisms. Genes
differentially expressed between fetuses, 5- and 12-wk IUGR and control females
were identified by Affymetrix RU-34A genechip technotogy. Then, gene-by-gene
validation was undertaken for specific genes in the kidneys of both sexes.
Subsequently, Na-K-ATPase protein expression and activity as weii as aconitase
and citrate synthase activity were measured. Using stringent criteria (p < 0.05 and >
2-fold change), 36 differentiaiiy-expressed genes were identifled in IUGR fetus
kidneys, 10 in 5-wk and 6 in 12-wk animais. Na-K-ATPase activity was increased
in the renai cortex of 5-wk animais and in the renai medulla of 12-wk maies. No
change was observed for aconitase and citrate synthase activities. Resuits suggest
that in fetuses, adaptation to nutrient deprivation increased glucose metabolism with
sodium retention and decreased ceil proliferation. Animais at puberty (5 wks) seem
to present dirninished ceil growth in a period of massive changes, and young aduits
(12 wks) appear to rnanifest augmented sait retention, which couid iead to high biood
pressure.
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Introduction
Genetic components or lifestyle are often perceived to be responsible for the
onset of aduit diseases, such as hypertension, stroke or type 2 diabetes. However, a
correlation between low birth weight and the risk of dying from ischemic heart
diseases was observed in the late 1980s in a cohort ofover 5,000 men (1). In Britain,
it was demonstrated that systolic blood pressure was inversely related to birth weight
in a study population of more than 9,000 10-year-old chiidren and over 3,000 adults
(2). These and other epiderniologicat findings have led to the fetai programming
theory, vhich holds that the intrauterine environment cotiid be irnpiicated in the
etiology of aduit diseases. The organs are malleable during fetal tife, altowing
adaptation to surrounding conditions (3). However, adaptations can persist afier birth
and predispose individuals to aduit diseases (4). Animal models of intrauterine
growth restriction (IUGR) are powerful toois to study the underlying rnechanisrns
irnplicated in the development ofpathologic conditions later in life.
When the fetus is subject to maternai undernutrition, biood flow is distribttted
preferentiaIly to the brain and heart, leading to deprivation of other organs such as
the kidneys (5). This redistribution of blood flow could impede nephrogenesis or
alter renal function. In fact, lower nephron number is seen in hcirnan stiilbirths
resulting from IUGR cornpared to babies born with normal weight (6). In the
presence of fetal growth retardation, the volume of the fetal kidneys is smaller and
the hourly fetal urinary production rate is lower than in healthy fetuses (7). The
glomerular filtration rate (GFR) offetuses is also reduced in complicated pregnancies,
complications being fetai growth retardation, diabetes, polyhydramnios or
anencephaly (8). In an Australian aboriginal population, the urinary
albumin/creatinine ratio, a rnarker of nephropathies, is inverseiy correlated with birth
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weight (9). A higher prevatence of microalbuminuria is associated with Iow birth
weight (10-12).
In the tow-protein diet IUGR model, 4-wk-old rats have shorter and wider
kidneys with diminished creatinine clearance (13). This is accompanied by increased
blood pressure at 4 and 12 wks. At 20 wks, blood urea nitrogen, urinary output and
urinary alburnin excretion are augmented. In male and female spontaneously
hypertensive rats, intrauterine undernutrition decreases the number of nephrons and
aggravates hypertension in adulthood (14). The progeny of rats subrnitted to 50%
food restriction in the first haif or throughout gestation show a redticed GFR, renal
plasma flow and urinary flow compared to controls at 3 months of age (15).
In the laboratory, an animal model was developed in which pregnant rats
received a low-sodium diet in the last week of gestation (16). The offspring
presented lower body and kidney weights at birth, I wk and 12 wks compared to the
controls (17). Changes in the plasma concentrations ofrenin-angiotensin-aldosterone
system components were seen with blood pressure elevation in adtilt IUGR rats of
both sexes (17) while left cardiac ventricular remodeling was observed in females
(1$). Plasma urea was increased in both IUGR males and females, and plasma
creatinine levels were augrnented in females, suggesting altered reiial function.
Moreover, urinary sodium was decreased in both sexes, whereas urinary potassium
declined only in males (17).
In our model, even though altered renal function is suggested, no changes
occur in glomeruli number and area (18). In view ofthe above, we hypothesized that
a maternaI low-sodium diet during pregnancy induces molecular and cellular changes
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in the offspring that lead to impaired renal function. The objective of the study was
to identiI’ genes differentially expressed in IUGR that could result in modulated
renal function. This vas followed by gene-by-gene validation for specific genes in
the renal cortex of IUGR offspring at 3 different ages (fetuses, 5 wks and 12 wks)
compared to control rats. Since the gene expression ofNa-K-ATPase subunits was
rnarkedly changed in the IUGR group and because of its implication in sodium
reabsorption, the expression and activity ofthis protein were measured. Reabsorption
of solutes and water is a process that requires energy. Renal energetic metabolism
was therefore evaluated in IUGR and control rats by measuring the activity of the
flrst two enzymes involved in the tricarboxylic acid (TCA) cycle, citrate synthase
and aconitase.
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Materials and methods
Animais, experiinentai design, diet and hozising
Experimental procedures were reviewed and approved by the local Animal
Care Cornrnittee that is accredited by the Canadian Council on Animal Care. Female
Sprague-Dawley rats (Charles River Canada, St-Constant, QC, Canada) were
obtained, bred and housed as detailed previously (16). Control rats were the offspring
of dams maintained on a normal diet containing 0.2% sodium (basal diet 5755; PMI
Feed, Ren’s feed and Supplies, Oakville, ON, Canada) and tap water. IUGR rats
were the offspring of dams placed on a 0.03% sodium diet (low-sodium diet 5881;
PMI feed) and demineratized water for the last wk of gestation. Some dams and
fetuses were sacrificed by decapitation at day 22 of gestation, and fetal kidneys were
removed (between 8 H to 9 H AM). Others received normal rat chow (0.23% soditim,
Tecklab global 18% protein rodent diet 2012, Harlan Tecklab, Montreal, QC, Canada)
and tap water and were sacrificed by decapitation either at 5 or 12 wks of life, and
their kidneys were rernoved. For molecular analysis and TCA cycle enzyme activity
assays, tissues were imrnediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until
used. For Na-K-ATPase activity measurernent, the kidneys were processed
irnmediately.
Total RNA isolation
Total RNA vas extracted from three whote kidneys of fetuses and from
about 1 00 mg of the renal cortex of 5-wk and I 2-wk rats with TRIzol reagent
(Invitrogen Canada Inc., Burlington, ON, Canada). For microarray assay, tissues
were pooled to reduce inter-individual variations and to beffer characterize the sttidy
populations (IUGR vs controls). The kidneys of five animaIs from different litters
were pooled and reduced to powder for RNA extraction. Microarray analysis was
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conducted only on fernales since plasma creatinine level was not increased in males.
To confirm the microarray results obtained, renal cortices of 5-10 animaIs from
different litters were reduced separateiy for RNA extraction, and RT-PCR assays
were perforrned. Both females and males were investigated in order to determine if
changes occurring for fernales are also seen in males.
Gene expression microarray
Gene expression was quantified as described previously(17;19). Fragmented
cRNA (15 mg) was hybridized to U34A genechip (Affymetrix, Santa Clara, CA).
The microarray was processed in an Affyrnetrix GeneChip fluidic Station 400. The
resuits were analyzed as described elsewhere (20). Genes were considered to be
present at 95% confidence (p < 0.05) for their expression, and differentiaily
expressed when at ieast a 2-foid (arbitrary cut-off) difference between control and
experimental values tvas evident.
Reverse Transcriptase PCR (RT-PCN,)
for validation of the results obtained from gene expression microarray, RT
PCR was undertaken on tripiicate samples from individual animais. Even though
microarray analysis was performed oniy on females, RT-PCR was conducted on
both fernales and males. Four seiected genes (cytochrome b5 [cyt b5], insulin-like
growth factor-binding protein 1 [IGfBP-1], phosphoenolpyruvate carboxykinase
[PEPCK] and retinol-binding protein [RBP]) were validated by RT-PCR. mRNA
was analyzed by RT-PCR for four other genes that were not investigated or not
differently expressed on microarray (angiotensin II receptor types I and II [AT1 and
AT2 respectively] and NatK_ATPase aj and 1’), becattse of their involvement in
blood pressure regulation and renai reabsorption. Results were reported for
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giyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) as internai controls. Specific
PCR primers were designed by PRTMER3 (www.genorne.wi.rnit.edu/cgi
bin/prirner/prirner3_www.cgi), using sequence data from the national centre for
biotechnology information NCBI) database (Table 1).
Single-stranded cDNA was created by reverse transcription (SuperScriptTM II
RNase H- Reverse Transcriptase, Invitrogen Canada Inc.) from extracted RNA, and
PCR (Taq DNA Polymerase, Invitrogen Canada Inc.) was performed according to
the procedure detaiied by the manufacturer. The annealing step was carried out for I
min at temperatures previously determined for each gene (PEPCK, 54°C; Na-K
ATPase ï, 55°C; cyt b5 and GAPDH, 56°C; AT1, 57°C: Na-K-ATPase 58°C;
AL and RBP, 59°C; and IGfBP-I, 60°C). The extension step was performed at
72°C for I min. To ensure that resuits were coliected during the exponentiai phase, a
cycle gradient was established for each gene, and optimal cycle number tvas
established (22 for GAPDH and Na-K-ATPase 25 for Na-K-ATPase u., 26
for cyt b5 and PEPCK, 30 for AT1, 31 for IGFBP-I, 32 for RBP, and 36 for AT1).
The PCR products were electrophoresed on 1% agarose gels with ftirther coloration
by a solution containing 0.02% ethidium bromide. Amplification products were
quantified by Alpha Imager software (Alpha Innotech Corporation, San Leandro.
CA).
Western blotting ofNa -K -A TFase aj and /3
Protein expression of NatKATPase 0.1 and f3 subunits was rneasured by
Western blotting. Because only NatK_ATPase localized on ceil membrane can
pump Na and K efficiently, membrane fractions were isolated (21) and used for
Western blotting. Ail groups (both sexes; fetuses, 5-wk and 12-wk) were
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investigated. One hundred mg of frozen suces from each renal cortex (whole
kidneys from fetuses, n = 12 per group) were homogenized in sucrose buffer (pH 7.6)
and centrifuged ta1, 1,000 g x 5 min and 10,000 g x 10 mm; t3i 2,500 g x 15 mm),
supernatants collected were then uItracentrifuged at 300,000 g x I h, and the peilets
were resuspended in sampie buffer. Protein concentrations were quantifled with
BioRad Assay kits (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada), and BSA served as
standard. Proteins (afl, 3 ig/iane; f31, 50 ig/iane) were separated on SDS-PAGE (Ui,
7%; f3i, 15%) and transferred to nitroceilulose membranes (Fisher Scientific, Nepean,
ON, Canada). Rat brain microsomal preparations were taken as positive controis
(Upstate Biotechnology, Lake Piacid, NY), and sucrose buffer as negative controis.
Membranes were biocked for I h with TBS/0.I% Tween 20/5% miik and then
incubated with mouse anti- Na-K-ATPase Ui or Pi subunit antibodies (Upstate
Biotechnoiogy) (ai,l:2O,000; Pi, 1:500) overnight at 4°C. They were washed and
incubated with horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse immunoglobulin
(GE Heaithcare UK Limited, Buckinghamshire, UK) (1:4,000) for 30 min at room
temperature. Immunoreactive bands were visualized with the enhanced ECL
chernotuminescence detection system (GE Heaithcare Biosciences Inc., Montreal,
QC, Canada). f3-Actin Western blotting on the same membrane was the internai
control.
Na -K -A TPase activity assay
Na-K-ATPase activity was assayed by measuring the amount of inorganic
phosphate (Pi) liberated from ATP during incubation of the tissue (renal cortex or
meduila) homogenates at 3 7°C. First, the tissues were homogenized in buffer
containing 250 mM sucrose, 5 mM EDTA and 20 mM imidazole, and then incubated
for 15 min at 4°C. The homogenates were preincubated for 15 min at room
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temperature in an equal volume of 2.6 mM SDS solution and then incubated at 37°C
for 10 min in either a solution containing 100 mM NaCI, 83.3 mM Tris, 15 mM KCI,
5 mM MgCI2, 5 mM NaN3 and I mM ottabain or a solution containing ail the
products cited except for ouabain, which acts as a selective inhibitor of Na-K
ATPase. Then, 30 mM Na2ATP vas added. After 5 mm, the enzyrnatic reaction was
terminated by adding 0.025 ml of ice-cold 3.9% HCIO4. The samples were
centrifuged at 1,500 g for 1 5 min at 2°C. The supernatant (200 pi) was added to 400
pi of a coloration solution containing 144 mM FeSO4.7H20, $ mM
NH4)6MO7O74.4H2O and 3% H2S04. Absorbance was read at 750 nm to assess Pi
production. Na,KtATPase activity (ouabain-sensitive fraction), calcutlated as the
differetice between total ATPase (assayed in the absence of ouabain) and the
onabain-resistant fraction, was expressed in tmoI of Pi liberated by I mg of tissue
during I h (Irnol/h/mg tissue). Each sampie was assayed in triplicate, and the
difference between averaged total ATPase and averaged ouabain-resistant ATPase
was used in further calculations.
Enzyme assay
Aconitase and citrate synthase activities, the first two enzymes of the TCA
cycle, were measured to assess energetic metabolism in each group. Sixty mg of
frozen suces from each renal cortex (three whole kidneys for fetuses) were
homogenized in 0.1 mM Tris-HCI, 15 mM tricarballylic acid solution (pH 7.8),
centrifuged at 9,500 g x 10 min at 4°C, and the supernatant collected vas
immediately processed for enzyme determinations. Citrate synthase activity was
quantified at 412 nm with 5,5’—dithiobis-2-nitrobenzoic acid as substrate(22).
Aconitase activity vas assessed at 340 nrn by the formation of NADPH afier cx
ketoglutarate production from isocitrate (23). Protein concentrations were measured
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with the BioRad reagent. Enzyme activities are expressed in units (U) per mg of
tissue, where each U is defined as the arnount of enzyme catalyzing the conversion
of I imo] ofsubstrate per min at 37°C. Activities for each enzyme were determined
for ten animais ofdifferent litters per group.
Statistical analysis
The resu its are expressed as mean + SEM and compared by Student’s t-test.
Significance assurned at p <0.05.
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Resuits
Gene expression
In the microarray assay, genes for which expression was aitered by at least 2-
fold in the IUGR groups when compared to the controts were grouped by function
(Table 2). These differently-expressed genes were rnostly found in fetuses. In fact,
ten genes related to metabolic enzymes were overexpressed (four genes for
carbohydrate rnetabolisrn), whereas the expression of genes related to the ceiltilar
rnachinery and signaling was reduced in IUGR fetuses. In 5-wk female rats, the
genes invoived in celi growth were down-regtilated. In 12-wk IUGR female rats,
onIy six rnRNAs were differently-expressed compared to the controls; their function
were metabolism, ligand-binding or immune response and blood presstire regulation.
Gene expression microarray methodology was deployed to screen for gene prodticts
that may be implicated in altered renal function. We validated some results with
mRNAs from individual animais from at least five different litters of both sexes.
Thus, RT-PCR assays were carried out for cyt b5, IGfBP-1, PEPCK and RBP.
These genes were chosen in consideration oftheir role in the kidneys, and since they
were the most differentially-expressed between IUGR and control females in one or
more age groups. As assessed by microarray, cyt b5 in fetuses vas reduced in IUGR
females, and RBP was unchanged (figure lA). RBP and IGfBP-l expressions were
too Iow to be quantified in male fettises. RBP mRNA was increased in 5-wk females
(Figure 2A) in contrast to decreased expression seen by microarray. PEPCK, cyt b5,
RBP and IGFBP-1 were similar in 12-wk IUGR animais and their controls (Figure
3). RBP expression vas below detectable level in 12-wk males.
Gene expressions ofNa-K-ATPase Oi and f3i subunits and ofAT1 and AT
receptors were also measured in regard to their involvement in blood presstire
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regulation. In fetuses, AT1 was decreased and Na-K-ATPase f3i was increased in
IUGR femaies and Na-K-ATPase u. was increased in both sexes (f igure 4). Na
K-ATPase c mRNA was aiso augmented in 5-wk (Figure 5A) and 12-wk IUGR
females (figure 6A) and in 12-wk IUGR maies (figure 6A). NatKATPase Pi was
diminished in 12-wk animais, and AL was redticed in I 2-wk mates only (Figure
6B). AT2 levets were below detectable limit for 5-wk and 12-wk males.
NatKATPase protein expression and activity
Protein expression and activity were quantifled in view of the different
mRNA leveis of Na-K-ATPase subunits between IUGR and control animais. In
contrast to gene expression, oniy IUGR female fetuses showed an increase ofthe a.
subunit (Figcire 7). The level of the f3j subunit for fetuses was not detectable. Na
K-ATPase activity was signiflcantiy greater in the cortex of 5-wk IUGR females
(figure 8A) and males (figure 8B) than in their respective controls. In the meduila,
Na-K-ATPase activity was greater in 12-wk IUGR maies (figure $D).
Enzyme assays
Citrate synthase and aconitase acitivities were not different between IUGR
animais and their controis of both sexes (figure 9).
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Discussion
A previously studied IUGR model induced by a maternai low-sodium diet
showed altered reiial function (increased plasma urea and creatinine) with smaller
kidneys in the progeny compared to the controls. Since no changes in the number
and size of glorneruli were seen, we hypothesized that moiecular and cellular
modulation could explain this phenomenon. To screen for potential genes involved,
microarray analysis was undertaken in the female renal cortex (fetuses, 5-wk and 12-
wk). We observed that the low-sodiurn diet given to pregnant rats for the last week
of gestation, corresponding to the tirne of fetal nephrogenesis, induced the
differential expression of 36 genes in fetal kidneys, 10 in 5-wk and 6 in 12-wk
animais. This suggests that decreased in differential expression occurs with
increasing age and that adverse intrauterine environment could have long-terrn
consequences for gene expression.
Afier microarray analysis and in consideration of their role in the kidneys,
four genes were selected for RT-PCR validation. it is important to rernember that
microarrays are useful for screening differential ly-expressed genes, but validation on
a gene-by-gene basis and on separate samples is necessary (24;25). However,
discrepancies between the resuits obtained by both methods are often seen. Those
discrepancies may be due to the fact that in microarray, the renal cortices are pooled
to minimize variability, whereas in RT-PCR, the renal cortex of each animal is
analyzed separately. Using Sprague-Dawley rat, an otitbred strain, increases the
variation between animais and thus, dirninish the power to obtain statistical
difference. However, it has the advantange to reflect the genetic diversity and
heterozygosity found in human populations.
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Fetuses
In IUGR fetuses, the expression ofgenes related to carbohydrate metabolism,
such as PEPCKI, solute carrier family 2, fructose-l,6-biphosphatase I and aldolase
B, was increased cornpared to the controls. Uterine arcuate artery diameter and
placental weight were decreased in mothers on the Iow-sodiurn diet (26), indicating
reduced placental perfusion and probably diminished transport of nutrients to the
fetuses. Hence, the overexpression of these genes in kidney fettises couid stiggest
adaptation to compensate for decreased nutrients to achieve ceti deveioprnent.
Indeed, at this moment, nephrogenesis is in process. Increases in IGFBP-l mRNA
(significant in microarray only) limit IGf-1 bioavailability and, dais, ceil growth.
This is in accordance with the literature where elevated serum IGFBP-l has been
reported in hurnan fetuses smali for their gestational age (27;28) and in rats after
bilateral uterine ligation (29). At the sarne tirne, several genes retated to celi
proliferation (nuclear transcription factor-Y gamma, cyclin Li, WD repeat dornain
39 and core-binding factor beta) are down-regttlated, and one gene associated with
proteolysis is up-regulated (rnephrin I alpha), whereas one gene connected to protein
biosynthesis (ribosornal protein S15) is overexpressed. This suggests a decrease in
ceil proliferation and maturation to maintain the needs ofexisting celis.
Cyt b5, which rnRNA expression is diminished in microarray and in RT-PCR,
is responsibie for electron transport and xenobiotic metaboiism. Cyt b5 is the second
carrier in oxidase reactions cataiyzed by monooxygenase cytochrome P450 enzymes
(30). RenaÏ cytochrornes P450 are important in the maintenance of physiological
function, such as sait balance (31). and susceptibility to toxic agents (32). Decreased
cyt b5 female fetus rnRNA indicates that the monooxygenase system may be
impaired.
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Overexpression of the renin gene may be due to diminished plasma sodium
in fetuses and their mothers (26). AT1 gene expression is decreased in IUGR female
fetuses in RT-PCR. The renin-angiotensin system (RAS) is involved in normai
kidney development, in etectrolyte balance and in blood presstire control. There are
two main receptors of angiotensin II (ANG II), AT1 and AT2, and most ANG Il
actions are mediated by AT1. Moderate maternai protein restriction during
pregnancy suppresses the newborn intrarenal RAS, decreases the number of
glomeruli and renal function, and increases arterial blood pressure in adulthood (33).
By losartan blockade of AT1, it was shown that stimulation of renal growth during
normal development was mediated by this receptor (34). The same group
demonstrated that in newborn Sprague-Dawley rats, b]ockade of AT1 induced an
arrest in nephrovascular maturation and reduced glomerular size and number with
tubular dilatation (35). We have previously reported that there was no change in
glomerular size and number in our IUGR model. However, no data are availabie on
nephrovascular maturation and tubular dilatation in our mode]. Such studies need to
be do ne.
NatKATPase plays a central role in sodium reabsorption and thus in water
and other electrolyte reabsorption. Hence, Na*_K_ATPase is important for the
maintenance of biood pressure and electrolyte balance. We investigated both
catalytic (OEl) and regulatory (Pi) subunit mRNA expressions by RT-PCR. Genes of
the Na-K-ATPase o. and subunits were increased in IUGR female fetuses, and
ui was augmented in mates as well. As plasma sodium was decreased in IUGR,
increased Na-K-ATPase synthesis could contribute to restore sodium balance to a
normal level.
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Briefly, fetuses adapt to nutritional deprivation by increasing carbohydrate
rnetaboiisrn and sodium reabsorption, and by reducing ceil proliferation.
Puberty
In 5-wk femaies, genes related to celi growth were down-regulated (IGfBP-5,
rat fibroblast growth factor receptor subtype 4, heat shock protein I and RABJO).
This could have a great impact on later tife since females are in the puberty period at
5 wks and are thus submitted to severat hormonal, structural and functional changes.
RBP mRNA expression was decreased in IUGR females in microarray,
whereas an increase was seen in the same group by RT-PCR. Tt has been shown that
RBP mRNA expression is induced by estrogen in rat kidneys (36). The estrous cycle
of females used in our study is flot known, thus, discrepancy between the RT-PCR
and the rnicroarray results could be due to various estrogen levels in our animais.
Littie is known about the role of Iocaliy-synthesized RBP in the kidneys, but it
seerns to be irnplicated in retinol conservation, recycling and reutilization in the
body.
Aldose-reductase catalyzes the conversion of glucose to sorbitoi, an organic
osmolyte in the renal medulla that is invoived in urine concentrating mechanisrn.
Aldose-reductase deficiencies lead to diabetes insipidus, as observed in aldose
reductase knockout mice. Urinary sodium, potassium, creatinine and urea are
decreased in these inice btit are partially rescued by specific aldose-reductase
knockin in collecting tubule epitheliat celts (37). Moreover, ccli shrinkage and
apoptosis are observed in the kidneys of the knockout mice. In otir modei, the
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decrease in aidose-reductase in 5-wk IUGR rats could resuit in apoptosis and to
potentiai kidney damage.
Na-K-ATPase cx1 mRNA is increased in IUGR femaies only, whereas there
is no change in Na-K-ATPase gene expression. However, activity ofthe pump
is higher in the renai cortex in IUGR of both sexes. This suggests Iong-term
adaptation ofthe kidneys to reabsorb more sodium.
In view of the above, celi growth is inhibited in 5-wk IUGR femaies in a
period where considerabie changes occur. These animais couid neyer catch up from
the growth delay.
Young aduits
12-wk IUGR females, like their 5-wk-counterparts, showed down-regulation
of the aldose-reductase gene, in accordance with the dirninished urinary sodium
aiready found in these rats (17). ANG-infused rats fed a normal or high-salt diet
developed hypertension. An inhibitor of epoxide hydrolase iowered biood pressure
in these animais (38). In the present study, epoxide hydrolase mRNA increased in
Ï2-wk IUGR rats, indicating that it cotiid be impiicated in the higher blood presstire
observed in these animais (17).
As in fetuses and in 5-wk animais, 12-wk femaies presented an elevation of
Na-K-ATPase a gene expression. Na-K-ATPase f3 mRNA was rather
dirninished in both sexes with IUGR. Mates and femaies manifested an increase in
the activity of this pump. Thus, Na-K-ATPase cotild be irnplicated in the higher
biood pressure as weii. However, the decrease in AT1 receptor mRNA for 12-wk
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males is surprising in that it is more iikely to favor a decline in biood pressure rather
than an elevation. It is important to keep in mmd that rnRNA is iiot aiways perfectiy
correlated with functional protein, as seen for Na1-K-ATPase in our study. The
resuits obtained for 12-wk animais indicate that sodium retention could be invoived
in the onset of higher blood pressure seen in aduit animais.
Aconitase and citrate synthase
Citrate synthase and aconitase activities were sirnilar in IUGR and control
animais of ail groups. This suggests that energy metabolism by the TCA cycle is
probably flot affected in IUGR rats. Aconitase is a member of a growing family of
02-sensitive dehydratases that contains sites of 02•/02 toxicity where 02
binding ieads to inactivation of the enzyme (39). Its suppression may serve as a
useful rnarker for oxidative stress as we have shown in ieft cardiac ventricies of 12-
wk IUGR females (18). Thus, we can not conciude that oxidative stress is present in
kidney. More investigation must be done to conflrm.
In conclusion, molecular analysis ofthe IUGR kidney provides evidence that
the rnechanisrns occurring in earty iife can iead to disorders in adulthood. We have
demonstrated that there are changes in renal glucose metaboiism, in ccii growth and
in sodium retention in the first 12 wks of life of ptips born from mothers who
received a iow-sodium diet in the iast week of gestation. These changes couid
participate in the developrnent ofaltered renal function. We have also ciearly shown
an immediate impact of maternaI low-sodiurn diet on the gene expression of fetuses
with their iong terrn programming in pubertai animais and young adults.
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Figure legends
Figure 1: RT-PCR analysis ofPEPCK, cyt b5, RBP and IGFBP-1 mRNAs in fetal
kidneys from females (A) and males (B). Values are means ± SEM; n 5 or 6
animais per group. Resuits are expressed as a ratio ofthe gene of interest on
GAPDH gene, which acts as an internai control. RBP and IGfBP-1 were
undetectabie in maies. **p <0.01
Figure 2: RT-PCR analysis ofPEPCK, cyt b5, RBP and IGfBP-1 mRNAs in 5-wk
kidneys from females (A) and males (B). Values are means + SEM; n 6 or 10
animais per group. Resu its are expressed as a ratio ofthe gene of interest on
GAPDH gene, which acts as an internai controi. ***p < 0.001
Figure 3: RT-PCR analysis ofPEPCK, cyt b5, RBP and IGFBP-1 mRNAs in 12-wk
kidneys from females (A) and males (B). Values are means + SEM; n = 5 or 6
animais per group. Resuits are expressed as a ratio ofthe gene ofinterest on
GAPDH gene, which acts as an internai control. RBP was undetectable in maies.
Figure 4: RT-PCR analysis ofAT1, AT2, Na-K-ATPase ct and f3 mRNAs in fetai
kidneys from females (A) and males (B). Values are means ± SEM; n 5 or 6
animais per group. Resuits are expressed as a ratio ofthe gene ofinterest on
GAPDH gene, which acts as an internai control. *p < 0.5, **p < 0.01
Figure 5: RT-PCR analysis ofAT1, AT2, Na-K-ATPase i and f3, rnRNAs in 5-wk
kidneys from females (A) and males (B). Values are means + SEM; n = 6 or 10
animais per group. Resuits are expressed as a ratio ofthe gene of interest on
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GAPDH gene, which acts as an internai control. AT2 was undetectabie in males.
***p <0.001
Figure 6: RT-PCR analysis ofAT, AT2, Na-K1-ATPase cxj and f3 rnRNAs in 12-
wk kidneys from femaies (A) and males (3). Vaicies are means + SEM; n 5 or 6
animais per group. Resuits are expressed as a ratio ofthe gene ofinterest on
GAPDH gene, which acts as an internai control. AT2 was undetectabie in males.
*p<O.5, < 0.001
Figure 7: Western blot analysis ofNa-K-ATPase OEl and 13i protein from the reiiai
cortex of maie and fernale controi (.) and IUGR (Â) rats. Representative
immunoblot ofa 12-wk femaie (A). Each dot corresponds to the ratio ofNaKt
ATPase protein expression on f3-actin expression of 1 sample. n = 12 animaIs per
group. OEl subunit of fernales (B) and maies (C); f3 subunit offernaies (D) and males
(E). Brain microsomes serve as positive controis and buffer as a negative controi. *p
<0.05
Figure 8: Na-K-ATPase activity measurements in the kidneys of male and female
controi (.) and IUGR (Â) rats. Each dot corresponds to the activity valcie of I
sampie. n = 12 animais per grocip. Activity in the cortex of fernales (A) and maies
(B); activity in the meduila offemaies (C) and maies (D). *p < 0.05, p < 0.001
Figure 9: Resuits on TCA cycle enzyme activities in controi (.) and IUGR (À)
animais. Each dot corresponds to the activity value of 1 sampie. n = 10 animaIs per
group. Citrate synthase activity in the renai cortex offemales (A) and males (B).
Aconitase activity in the renai cortex offernales (C) and males (D).
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Table 1: Primer designs usedfor RT-PCR
FP: Forward Primer (5’—, 3’) SizeGene (bp)
RP: Reverse Primer (5’—, 3’)
FP: GCTAAGCAGCTCACTCACTAC
ATI 363
RP : AACTCTTGACCTCCCATCTC
FP: GAAGGACAACflCAGTTTGC
AT2
RP: CAAGGGGAACTACATAAGATGC
FP: GCACCTGGGTGATCCTACAT
Cytb5 48
RP : TCTCGTGCATCCGTAGAGTG
FP: GGTGATGCTGGTGCTGAGTA
GAPDI-1 369
RP : GGATGCAGGGATGATGTTCT
FP : TGGATAGCTTCCACCTCATG
IGFBP-I 257
RP: AGATGTCTCGCACTGTTTGC
Na+-K+- FI’: AGATTTGAGCCGAGGCCTAACACC 418
ATPase ut ftP : TCCGCCCTTCACCTCCACCAGAT
Na+-K+- FI’: TGGAGACTTACCCTCTGACGATG
ATPase [31 RI’: GGCTAGTGGGAAAGATTTGIGC
FP: ATACGGTGGGAACTCACTGC
PEPCK ‘H
RP: GTTATGCCCAGGATCAGCAT
FP: GACAAGGCTCGTTTCTCTGG 312RBP
RI’: GGAATACTGCAGAGCGAAGG
68
Table 2: Relative changes in the expression of genes moduiated bp JUGR in the reliai cortex of
feniate rats.
Gene name Probe set name Fold change
fetus 5-wk 12-wk
Metaboiic enzymes reiated to carbohydrates
Phosphoenolpyruvate carboxykinase I KO3243mRNA_s_at 389 -2.09
Solule carrier family 2, member2 L28135at 2.95
Fructose-1,6- biphosphatase I M86240_at 252
Aldolase B rcAA892395sat 2.49
X022$4at 2.30
X0229lexonsat 2.11
Aldose reductase M60322_gal - 10.91 - 2.59
M60322 at - 5.70
Other metabolic enzymes
3-Hydroxy-3-methylglutaiyl-Coenzvme A synthase 2 M33648_gal 4.14
Kidney-specific protein AF062389_at 2.61
Adenviate kinase 3-like I rcAA89l949at 2.42
UDP-glucuronosyltransferase I family, member I JO26I2mRNAsat 2.15
D83796_s_at 2.06
Alcohol dehydrogenase I MI5327_al 2.10
X72792cdssat 2.05
4-1-lydroxyphenylpyruvic acid dioxygenase AF082834_s_at 2.02
Cathechol-O-methyltransferase M93257_s_at 2.73
Dopa decarboxylase M84648mRNA s al - 2.06
Cytochrome P450-related protcin
Cytochrome P450, subfamily 4A, polypeptide 1 1 M33936_s_at 2.89
Cytochrome b5 rcAA945O54sat - 4.66
Cytochrome P450 2E1 (CYP2EI) AF056333 s at - 2.3$
Ligand-binding and carrier
Solute carrier family 25, member 3 rcAA8 I 89$2_at 2.06
Glycine amidinotransferase t L-arginine.glycine U0797 I_al 206
arnidinotranstèrase
Potassium inwardly-rectifying channel, sublhmily J AFO8I366sat - 2.21
member I AFO8I365sat - 2.06
S100 calcium-binding protein A4 X069 16_al - 545
Retinol-binding protein M10934_s_al - 3 39
ATP synthase, H± transporling, mitochondrial F0 rc_AA79977$_at - 2 69
complex, subunit b, isoforrn I
Solute carrier family 6, member 19 rc AA893060 s at -2 13
CelIular machinery and organization
Ribosomal protein SIS rcAA892$9Siat 3.12
Mephrin I alpha S43408_g_at 2.04
ADP-ribosylation factor-like 6 interacting protein 4 rcAA8923 I 8_al - 2.33
Peroxisomal membrane protein 3 X5798$mRNAsat -2.19
Nuclear transcription factor-Y gamma rc_AA875 121_al - 2.15
Dynamin 1-like AFO2O2IOsat - 2.15
Cyclin LI AF03009IUTR#1_g_at - 2.14
WD repeat domain 39 rcAA$91 829_at - 2.05
MutS homolog 2 rc_AA874919_at - 2.02
Core-binding factor bela AF0$7437UTR111 s at - 2.01
Immune response and tflood pressure regulalion
Renin I S60054sat 2.98
Complement component 4a U427 I 9_at 2.28
MHC clans I antigen gene AFO746O9mRNA_f_at - 2.35
Cytosolic epoxide hydrolase X60328at 2.21
X60328_g_at 2.13
Ccli growth
Insulin-like growlh faclor-binding prolein I M58634at 2.51
Insulin-like growth factor-binding protein 5 rc_AI029920_s_at - 2.32
Rat fibroblast growth factor receplor sublype 4 M9 I 599mRNA_g_at - 2 28
Heat shock 27 kDa prolein I rcAA99$683_gal - 2.19
rcAIl76658sat - 2.07
AnnexinA4 rcAIl7II67at -2.14
RAB 10, member RAS oncogene family rc AA955306 at - 2.02
Signal transduction
Protein tyrosine phosphatase, receptor type, O D45412sat 2.01
Activity and neurotransmilter-induced early gene AFO300$9UTRS1_at - 2.80
prolcin 4
Tyrosine kinase, non-receptor, 2 rc H31 144 g al - 2.03
Values are expressed as fold change in expression in IUGR females when cornpared to control rats.
Genes are considered to be differentialiy expressed when at least o 2-fbld (arbitrary eut-off) difference
between contrai and experimental values is evident.
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Figure 4
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figure 7
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Figure $
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Figurc 9
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3. SCUSSION
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Puisque les résultats obtenus ont déjà fait l’objet d’une discussion dans l’article,
les paragraphes qui suivent amèneront un résut;é de l’étude, quelques points
complémentaires et quelques perspectives. Des limites de l’étude seront également
analysées.
Dans le but de mieux comprendre les mécanismes moléculaires rénaux ayant tin
rôle à jouer dans l’apparition de conditions pathologiques à l’âge adulte lorsqtie
l’individu a subi un environnement foetal défavorable, un criblage génique a été
effectué à partir dti cortex rénal de rates nées de mères ayant reçu tme diète faible en
Na lors de la dernière semaine de gestation. Certains gènes dont l’expression est
particulièrement différente par rapport à celle des rates témoins ont par la suite fait
l’objet d’une validation individuelle. Afin de suivre l’évolution au cours de la vie,
ces expérimentations ont été effectuées sttr des rats d’âge foetal, de 5 semaines et de
12 semaines. À la lumière des résultats obtenus, l’étude a été approfondie dans le cas
+ + , . ,. , .de la pompe Na -K -ATPase pour laquelle I expression proteique et I activite ont etc
mesurées. Finalement, l’activité de l’aconitase et de la citrate synthase, les detix
premières enzymes du cycle de Krebs, ont été mesurées afin d’estimer le
métabolisme énergétique global. Globalement, les résultats suggèrent que le foetus
sadapte à la privation de nutriments dans le rein par une atigmentation du
métabolisme du giticose et de la réabsorption sodique et par une diminution de la
prolifération cellulaire, qtte les animaux à l’âge de la puberté (5 semaines) diminuent
leur croissance cellulaire rénale et que les jeunes adtiltes (12 semaines) augmentent
la réabsorption sodique, ce qui pourrait conduire à l’augmentation de pression
artérielle déjà mesurée par une étude antérieure (Battista et al., 2002).
Le profil des différences observées lors dti criblage génique est très différent d’un
groupe d’âge à un autre. Tout d’abord, beaucoup plus de gènes sont différemment
exprimés chez les foetus comparativement aux animaux de 5 et de 12 semaines.
Puisque la période dti traitement expérimental est à la dernière semaine de gestation,
les résultats obtenus chez les foetus pourraient être directement la conséquence de la
+ . . .diete faible en Na . Cependant, ceux-ci pourraient egalement etre le produit U une
adaptation survenue chez le foettis pour compenser la diminution de nutriments qtii
leur est acheminés. Pendant la période de la puberté, soit à 5 semaines, les gènes
différemment exprimés chez les foetus redeviennent semblables aux témoins. mais de
nouvelles différences apparaissent. Ceci témoigne d’une adaptation à long terme qtli
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est présente dans une période de changements massifs pour l’animal. Chez le jeune
adulte, les gènes différemment exprimés sont eticore une fois moins nombreux et en
majorité distincts de ceux qui l’étaient à 5 semaines. Les changements survenant à la
suite de la diète maternelle faible en Na ne seraient donc pas statiques, mais
évolueraient en nième temps que l’animal.
Lors de la validation par la méthode de PCR, pitisietirs différences entre les sexes
ont été obset-vées. Dans la plupart des cas, la femelle semble pltis affectée que le
mâle, ce qtli est en accord avec les études antérieures et en cours sur le modèle
animal de restriction sodique maternelle. Au stade où en est rendue l’étude présente,
il est difficile, voire nième hasardeux, de tirer des conclusions quant â ces différences
relatives au sexe. Des études sur les promoteurs des gènes concernés pourraient être
effectuées afin de déterminer s’ils sont sensibles à l’action des hormones
stéroïdiennes (la testostérone oti l’oestrogène par exemple) oct encore pour déterminer
s’ils sont méthylés de façon différente selon le sexe. Les différences entre les sexes
semblent d’ailleurs plus notables dans le cas de l’expression génique que pour
l’activité protéique. En effet, même si les augmentations observées dans le cas de
l’activité de la Na-K-ATPase ne sont pas tocttes significatives, elles suivent le
même profil sans égard au sexe étudié. Ceci est également vrai pour le profil des
résultats obtenus pour l’activité de la citrate synthase et de l’aconitase.
L’expression génique de la sous-unité a1 de la Na-K-ATPase est augmentée
pour les trois grotipes d’âge chez les femelles, mais aucun changement à ce niveau
n’est observé chez les mâles. Chez des rats ayant une insuffisance rénale aigu à la
suite d’une ischémie, l’ARNm de la sous-unité ci. de la Na-K-ATPase et l’activité
de la pompe sont augmentés chez les femelles comparativement au mâles (Fekete et
al., 2004). Dans le cas de l’expression génique de la sous-unité f3, les différences
observées suivent le même modèle pour les deux sexes, soit une augmentation chez
les foetus, aucun changement à 5 semaines et une diminution à 12 semaines. Il a été
démontré que les deux sous—unités ne suivent pas toujours le même profil
d’expression et qu’elles peuvent être modulées de façon indépendante (Fekete et al.,
2004;Pressley et aÏ., 1988).
Puisque l’ARNm des sous-unités de la Na-K-ATPase a montré plusieurs
changements significatifs, l’étude a été complétée par la mesure de l’expression
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protéique des sous-unités a et 13i ainsi que de l’activité de la pompe. Le seul
changement observé dans le cas de l’expression protéique est une augmentation de la
sous-unité fi chez les foetus femelles. Celle-ci est en accord avec l’augmentation
d’ARNrn mesurée. Les autres différences obtenues pour l’expression génique n’ont
donc pas pu être corroborées, ce qui implique qu’il y a des mécanismes de régulation
qui interviennent entre la traduction de la protéine et son insertion dans la membrane.
De pltis, il semble que le nombre de pompes membranaires ne soit pas toujours le
reflet du niveau de pompes fonctionnelles puisque la mesure de l’activité de la Na
K-ATPase a démontré des augmentations dans le cortex rénal des animaux de 5
semaines. Il est à noter que les reins utilisés potir la mesure de l’expression protéique
et pour celle de l’activité proviennent des mêmes animaux. Des augmentations de la
pompe à 5 semaines sans changement chez les rats plus vieux ont été mesurées dans
des modèles reliés à l’hypertension (Beach & DuBose, Jr., 1990;Garg et al., 1985),
témoignant de l’implication probable de la Na-K-ATPase dans sa pathogenèse.
L’activité de la pompe est également augmentée dans la médulla des mâles de 12
semaines, mais ce résultat ne peut pas être relié à l’ARNm et à la protéine puisque
ceux-ci ont été mesurés dans le cortex uniquement.
Le premier objectif de l’étude, soit la détermination de gènes susceptibles d’être
impliqués dans l’altération rénale, a été accompli à t’aide de micropuces d’ADN.
Cette méthode, bien que très utile pour étudier des milliers de gènes à la fois, possède
ses limites et il faut être prudent dans l’interprétation des résultats ainsi obtenus. Tout
d’abord, l’établissement d’un seuil minimum pour une différence significative est
arbitraire et varie selon l’étude. L’analyse statistique des données obtenues ne devrait
pas reposer uniquement stir ce seuil arbitraire, mais plutôt sur l’établissement d’une
moyenne à partir des données obtenues de plusieurs essais de micropuces
indépendants (firestein & Pisetsky, 2002). Des essais supplémentaires auraient
nécessité un budget nettement supérieur et il ne semblait pas primordial de
poursuivre en ce sens puisque cette étape ne constitue qu’un outil afin de déterminer
des voies possibles pour continuer l’étude. La littérature fait état de la nécessité de
valider les résultats obtenus par micropuces d’ADN, préférablement par une méthode
où les gênes sont étudiés de façon individuelle et avec des échantillons séparés
(Benes & Muckenthaler, 2003;Firestein & Pisetsky, 2002;Miron et al., 2006). Il ne
faut pas oublier que dans les essais de micropuces d’ADN, les échantillons provenant
de plusieurs animaux sont regroupés ensemble, ne tenant ainsi pas compte de la
7$
variabilité inter-animal. Par contre, la validation possède également ses limites.
Même si une augmentation (ou une diminution) est répertoriée par les deux méthodes,
il arrive fréquemment qu’elle ne soit pas du même ordre de grandeur, c’est-à-dire
qu’elle peut être de 200 % dans un cas et de 300 ¾ dans l’autre. Il faut alors se
questionner stir la représentativité de tels résultats. Il est donc impératif de corroborer
tout résultat avec une étude plus directe sur la protéine. Pour totites ces raisons, les
micropuces d’ADN effectttées ici constituent seulement la première étape dans
‘étude de gènes potentiellement impl iqués dans l’altération rénale. D’ail leurs,
l’tttilisation des micropuces devrait se limiter au criblage génique dans le but
d’identifier les meilleures cibles pour des études ultérieures (Firestein & Pisetsky,
2002).
Pour l’étude des gènes de façon indépendante, la technique d’amplification en
chaîne par polymérase (PCR) précédée d’une transcription inverse (RT) a été utilisée.
Bien que cette technique ait également ses limites, plusieurs éléments ont été
respectés afin d’augmenter la fiabilité de la méthode. Tout d’abord, les échantillons
ont été mesurés en triplicata pour chaque gène étudié. Ensuite, malgré que la
concentration d’ADN soit supposée être la même entre chaque échantillon, une
différence pouvant être apparue lors de la mesure de cette concentration ou encore
lors de la RT pourrait fausser les réstiltats obtenus lors du PCR. Pour s’assurer que
tel n’est pas le cas, un contrôle interne a été utilisé, soit le gène de l’enzyme
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) qui est présent de façon
ubiquitaire dans les cellules. Les analyses statistiques ont donc été effectuées à partir
de la moyenne des triplicatas du gène étudié rapportée sur la moyenne des triplicatas
du GAPDH de chaque animal. Aussi, la température optimale d’hybridation des
amorces a été déterminée pour chaque gène et plusieurs nombres de cycles différents
ont été effectués pour s’assurer que le nombre de cycle choisi corresponde à la phase
exponentielle d’amplification et non à la phase de plateau. Bien que la technique de
RT-PCR demeure semi-quantitative et qu’elle permette seulement de déterminer un
changement possible dans l’expression génique et non son ordre de grandeutr avec
précision, cette technique s’applique à l’étude présente datis la mesure où celle-ci est
exploratoire et permettra de déterminer dans quelle voie poursuivre les études futures.
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La totalité des expériences réalisées ati cours de cette étude l’ont été sur du tissu
total, sans égard aux différents types cellulaires. Or, les reins possèdent plus de 1 5
types cellulaires distincts ayant différents rôles. Seulement dans le corpuscule rénal,
au moins cinq types de cellctles sont retrouvés, soit les cellules endothéliates,
épithéliales viscérales, mésangiales, épithéliales pariétales et les cellules péripolaires
(Tisher & Madsen, 1996). Viennent ensuite les cellules de l’appareil juxta
glomérulaire et les cellules des différents segments dti ttibule, sans compter les
cellules interstitielles qui correspondent à 3% de la fraction occupé par l’interstitiurn
dans le volume cortical, c’est-à-dire de 7 à 9% (Pfaller, 1982). L’hétérogénéité des
échantillons éttidiés peut mener à des erreurs d’interprétation des résultats ou encore
masquer des résultats qui auraient été significatifs si un type cellulaire particulier
avait été ciblé. Dans le cas où un gène est exprimé seulement dans un type cellulaire,
sa concentration dans le tissu total pourrait être trop faible pour noter tin changement
appréciable. Par contre, dans le cas où le gène est exprimé dans plusieurs types
cellulaires, il peut survenir un changement dans un de ceux-ci sans que son
expression soit changée dans les autres, ce qui pourrait mener à masquer un résultat
ou encore à l’interpréter de façon erronée. De ce fait, il aurait été intéressant d’isoler
les cellules tubulaires et de séparer les différents segments afin de les étudier
indépendamment les uns des autres et, plus spécifiquement, le tubule collecteur
cortical puisqu’il est un site privilégié dans l’homéostasie du Na et du K et qu’il est
sous le contrôle de l’aldostérone et de I’ADH. La mise au point d’une technique
d’isolation et de séparation est d’ailleurs en cours présentement dans le laboratoire ce
qtli permettra d’étudier certains gènes et/oti protéines dans un segment tubulaire
particulier.
La souche de rat utilisée dans l’étude n’est pas consanguine, c’est-à-dire que les
rats étudiés n’ont pas le même bagage génétique. Cette caractéristique en fait un
meilleur reflet d’une population humaine où le matériel génétique peut être très varié
d’un individu à l’autre (Hartl. 2001). Par contre, à la différence d’ttne telle
population, les paramètres externes comme la température, la luminosité ou
l’humidité sont contrôlés afin que le seul paramètre différent entre les deux groupes
d’animaux soit la diète maternelle faible en Na. Ceci permet donc d’associer de
façon plus certaine l’environnement foetal atix variations observées à l’âge adulte.
Toutefois, une telle diète ne se trouve pas naturellement chez I ‘humain et est utilisée
seulement comme outil afin de diminuer la perfusion placentaire et ainsi
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l’acheminement de nutrirnents aux foetus. Cette approche combinée à celles
répertoriées dans la littérature (diète restreinte en protéines, ligature des artères
utérines, etc.) où des phénotypes similaires apparaissent à l’âge adulte (augmentation
de pression artérielle, diabète), permettent d’obtenir une multitude d’informations sur
des mécanismes variés pouvant conduire aci développement de ces conditions
pathologiques. Parmi ceux—ci, certains pourront être identifiés chez l’humain et ainsi
amener des pistes de solution.
Afin de poursuivre l’étude présentée dans ce mémoire, plusieurs avenues sont
offertes. Premièrement, les mécanismes épigénétiques correspondants atix
modifications trotivées par criblage génique et par PCR doivent maintenant être
investigués. Ensuite, une étude plus approfondie de la fonction rénale pourrait être
effectuée afin de déterminer jusqu’à quel point les reins des animaux RCIU sont
affectés. Ceci pourrait entre autres se faire par la mesure de la clairance de l’inuline,
une substance qui n’est pas réabsorbée par les glomérules. Aussi, la réabsorption
sodique rénale pourrait être mesurée par la mesure de la concentration sodique
urinaire à différents temps à la suite d’une injection de salin dans la jugulaire. La
tonicité cellulaire le long du tubule rénal pourrait également être mesurée, puisqu’il a
été démontré qu’une hypotonicité extracellulaire augmente l’influx de Na
provoquant ainsi une augmentation du Na intracellulaire et, par le fait même, tin
recrutement de la Na-K-ATPase à la membrane (Vinciguerra et aÏ., 2004). À la
lumière des résultats obtenus lors du criblage génique, des études pltis approfondies
sur le métabolisme du glucose, en mesurant l’activité des différentes enzymes
impliquées par exemple, pourraient être effectuées. Également, l’équilibre entre
l’apoptose et la prolifération cellulaire pourrait être mesuré par la méthode de
TUNEL et par l’incorporation in vivo de la thyrnidine tritiée, cet équilibre joue en
effet un rôle dans le remodelage des tissus (Harnet et al., 2001). Malgré que les
résultats sur l’aconitase et la citrate synthase ne démontrent aucun changement, il
serait intéressant de mesurer d’autres marqueurs de stress oxydatif, comme le
gluthation par exemple. Finalement, les études devraient être effectuées chez des
animaux plus âgés, à 20 Ou 30 semaines par exemple, puisque les rats de 12 semaines
sont considérés comme des jeunes adultes et n’ont pas nécessairement développé
totalement les conditions pathologiques. Étudier tes animaux pltis âgés pourrait donc
amener des données supplémentaires et ainsi éclairer davantage sur l’évolution du
développement des maladies de l’âge adulte.
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L’utilisation d’un modèle où un seul paramètre est modifié, soit l’environnement
foetal, ainsi que l’approche expérimentale (criblage génique, validation et fonction)
ont permis de cibler des mécanismes impliqués ou, du moins, associés à
I’ environnement foetal défavorable. Bien qu’exploratoire, l’étude présentée dans ce
mémoire a permis «amener des pistes d’investigations futures afin de mieux cibler
les recherches. Il a été démontré ici que les changements sont dynamiques et
spécifiques au sexe, ce qui confirme les résultats obtenus précédemment par Battista
et collègues (Battista et al., 2002;Battista et aï., 2005). Également, il a été clairement
démontré que des changements dans l’expression génique surviennent, plus
particulièrement chez les foetus, mais également chez tes animaux pubères et jeunes
adultes. Une meilleure compréhension des mécanismes rénaux impliqués dans le
développement des maladies adultes pourrait amener des solutions pour diminuer
leur apparition et ainsi contrer ce qui demeure un véritable fléau dans la société
actuelle. En effet, l’hypertension à elle setile cause environ 7 millions de décès dans
le monde à chaque année, et, att Québec, c’est plus de I million de personnes qtii
souffrent de cette condition pathologique (Grondin, 2005).
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